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RESUMEN 
 
     Mycobacterium tuberculosis (MTB), agente causal de la tuberculosis, tiene 
una gran diversidad de genotipos entre ellos Beijing, CAS, EAI, Haarlem, LAM, X, 
Ural, T, AFRI1 y AFRI2. Sin embargo, la genotipificación puede ser costosa, 
consumir tiempo y en algunos casos, los resultados pueden variar dependiendo de 
la metodología utilizada. En este sentido, se propone un nuevo conjunto de 10 
polimorfismos de un solo nucleótido (SNPs) utilizando un total de 249 genomas de 
MTB, que por primera vez se seleccionaron basándose en el principio de 
inclusión/exclusión (IE) utilizando datos de Spoligotyping y filogenia, seguido de la 
selección de SNPs no sinónimos presentes en clúster de grupos ortólogos (COG) 
más conservados de cada genotipo de MTB. La asignación del genotipo utilizando 
el nuevo conjunto de 10 SNPs fue validado con 34 genomas de MTB adicionales y 
los resultados mostraron una correlación del 100% con sus genotipos ya conocidos. 
Nuestro conjunto de 10 SNPs no ha sido reportado previamente y abarca los 
genotipos de MTB que son más prevalentes en todo el mundo. Este conjunto de 
SNPs proporciona una resolución superior a las técnicas actuales y podría ser 
utilizado en epidemiología molecular con marcadores resistentes a fármacos,  
determinando los factores de riesgo en la transmisión de la tuberculosis en 
diferentes poblaciones para desarrollar estrategias para el control de esta 
enfermedad. 
 
Palabras clave: COG, genotipo, inclusión/exclusión, Mycobacterium tuberculosis, 
SNPs. 
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ABSTRACT 
 
Mycobacterium tuberculosis (MTB), causative agent of tuberculosis, has a vast 
diversity of genotypes including Beijing, CAS, EAI, Haarlem, LAM, X, Ural, T, AFRI1 
and AFRI2. However, genotyping can be expensive, time consuming and in some 
cases, results may vary depending on methodology used. Here, we proposed a new 
set of 10 SNPs using a total of 249 MTB genomes, and selected by first the 
inclusion/ exclusion (IE) criteria using Spoligotyping and phylogenies, followed by 
the selection of the nonsynonymous SNPs present in the most conserved cluster of 
orthologous groups (COG) of each genotype of MTB. Genotype assignment of the 
new set of 10 SNPs was validated using an additional of 34 MTB genomes and 
results showed 100% correlation with their known genotypes. Our set of 10 SNPs 
have not been previously reported and cover the MTB genotypes that are more 
prevalent worldwide. This set of SNPs provides a higher resolution than current 
techniques and could be used in molecular epidemiology with drug resistant 
markers, determining the risk factors in the transmission of tuberculosis in different 
populations to develop strategies for the control of this disease.  
 
Key words: COG, genotype, inclusion/exclusion, Mycobacterium tuberculosis, 
SNPs. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 
Mycobacterium tuberculosis (MTB), agente causal de la tuberculosis, representa 
una de las bacterias con mayor importancia epidemiológica en salud pública y que 
ha coevolucionado con nosotros desde nuestros orígenes comunes en África 
(Comas et al., 2012). A pesar de los esfuerzos realizados por la Organización 
Mundial de la Salud (OMS), en los últimos años la tuberculosis continúa siendo el 
mayor problema global de salud pública en el mundo y es la segunda causa de 
muerte debida a un agente infeccioso después del Virus de Inmunodeficiencia 
Humana (VIH) (WHO, 2014).  
 
De acuerdo a estimativos de la OMS, en el año 2014 se presentaron 9.6 millones 
de casos nuevos de TB en el mundo, con una incidencia mundial de 133 casos por 
100 000 habitantes, de los cuales 1.2 millones (12%) eran VIH positivos; se 
presentaron 1.5 millones de muertes, de las cuales 390 000 ocurrieron en individuos 
VIH positivos; 480 000 casos de tuberculosis multidrogorresistente (MDR); sin 
embargo, solo fueron reportados 123 000 (WHO, 2015). Se estima que un 9.7% de 
las personas con tuberculosis MDR tiene tuberculosis extensivamente resistente 
(XDR) (WHO, 2015).  
 
En la región de las Américas se estimaron 280 000 casos incidentes de 
tuberculosis, de los cuales 36 000 eran pacientes VIH positivos, 4 000 casos nuevos 
de tuberculosis MDR y solo 3 000 de ellos fueron tratados (WHO, 2015). 
 
La aparición de cepas multidrogorresistentes y extremadamente resistentes a 
drogas (XDR), además del aumento de la incidencia del virus de la 
inmunodeficiencia humana (VIH) han contribuido a la difusión y a la reactivación de 
la enfermedad. Las cepas MDR son aquellas que presentan resistencia a 
rifampicina e isoniacida, dos de los principales medicamentos de primera línea 
utilizados para el control de la tuberculosis. El surgimiento de esta clase de cepas 
dirige potencialmente a la tuberculosis a ser una de las enfermedades incurables 
infecciosas más importantes (Comas et al., 2011). Esto indudablemente se 
contrapone a los lineamientos de la OMS, que buscaba reducir la tasa de 
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prevalencia y mortalidad causada por TB hasta un 50% en el 2015 y su total 
eliminación como un problema de salud pública para el 2050 (WHO, 2010). 
 
Además de la resistencia a medicamentos y la co-infección con el VIH, MTB ha 
desarrollado estrategias que hacen a la tuberculosis difícil de controlar. Por 
ejemplo, ha tenido gran éxito al evadir la respuesta inmune del hospedero, 
permitiéndole sobrevivir en el interior del fagosoma (Bai et al., 2013) y es capaz de 
permanecer en el interior de los tejidos, en un estado de ninguna o muy baja 
replicación durante la vida de su hospedero. En un gran número de casos, la 
tuberculosis aparece como una reactivación de los bacilos en este estado de 
latencia (Rodríguez et al., 2013). 
 
Existe una alta diversidad genética de cepas de Mycobacterium tuberculosis a 
nivel mundial que causan la enfermedad, se han descrito como prevalentes en el 
mundo los genotipos: Haarlem (H), Latino América-Mediterráneo (LAM), T, Este de 
África-India (EAI), Central-Asia (CAS), X y Beijing. Cada nombre está atribuido al 
lugar de procedencia donde se identificó inicialmente.  
 
Los estudios moleculares de MTB permiten la investigación de la epidemiología 
de tuberculosis, revelando perspectivas sobre la diferencias en el éxito de 
transmisión de las cepas; mientras que la observación y el análisis de la 
epidemiología puede comprobar hipótesis acerca de la biología de la cepa (Demay 
et al., 2012). La información de la diversidad de MTB colectada en bases de datos 
mundiales proporciona una plataforma sólida para la investigación en filogenia y 
virulencia (Streicher et al., 2007).   
 
Desde el descubrimiento de polimorfismos de ADN en MTB, la genotipificación 
molecular de las cepas tiene un valor incalculable para el estudio de la 
epidemiología de la tuberculosis (Murray et al., 2002). Los estudios epidemiológicos 
de tuberculosis en todo el mundo (Candia et al. 2007; Sharma et al. 2008; Valcheva 
et al., 2008), se han basado en el supuesto de que los pacientes con cepas 
genotípicamente agrupadas están epidemiológicamente vinculadas y representan 
transmisiones recientes. En contraste, los pacientes infectados con diferentes tipos 
de cepas no se consideran indicativos de transmisión reciente. Por lo tanto, el uso 
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de marcadores genéticos polimórficos estables permitiría distinguir cepas no 
relacionadas; así como, identificar aislados de las mismas cepas. Además, estos 
métodos de caracterización empleados deben ser reproducibles, discriminatorios y 
fáciles de realizar.  
 
La decodificación del genoma de Mycobacterium tuberculosis (Cole et al., 1998) 
ha acelerado los avances en la diversidad genética y diagnóstico de la tuberculosis. 
Los genotipos de MTB se han establecido a través de la metodología Spoligotyping 
(Brudey et al., 2006). La técnica se basa en la amplificación por PCR de 
repeticiones palindrómicas cortas agrupadas reguladoras (CRISPR) con cebadores 
marcados que reconocen las secuencias repetidas, seguido de una hibridación de 
los productos de PCR a una membrana que contiene sondas, patrones de 
hibridación diferencial permiten la separación de diferentes cepas (Streicher et al., 
2006). La diferencia entre las cepas de MTB se reporta debido a los espaciadores 
de CRISPR (van Embden et al., 2000). 
 
Se han propuesto varias técnicas además, basadas en la reacción en cadena de 
la polimerasa (PCR) para genotipificar cepas de MTB. El Polimorfismo de longitud 
de fragmentos de restricción (RFLP) – IS6110 es la técnica de referencia y la más 
utilizada en todo el mundo (van Embden et al., 1993) debido a su alta capacidad de 
discriminación (Kremer et al., 1999). Un enfoque más reciente es el análisis de 
múltiples loci que contienen un número variable de repeticiones en tándem (VNTR) 
de unidades repetitivas intercaladas de micobacterias (MIRUS), la cual se basa en 
el polimorfismo de 24 MIRU-VNTR loci y permite un análisis fácil de los datos que 
se pueden comparar con la base de datos mundial SpolDB 4.0 (van Embden et al., 
1993; Kremer et al, 1999;  Kanduma et al., 2003).  
 
Recientemente, dos estudios han revelado que el uso de SNPs (polimorfismos 
de nucleótido simple) son marcadores filogenéticos altamente valorables (Filliol et 
al., 2006; Gutacker et al., 2006). Por lo tanto, los SNPs pueden ser marcadores 
útiles tanto para la identificación de especies del complejo MTB y la determinación 
de genotipos de aislados de Mycobacterium tuberculosis. 
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En la actualidad, las regiones que tienen una alta frecuencia de infección de 
tuberculosis tienen un particular genotipo de MTB (Mokrousov, 2008). Sin embargo, 
en países con una población heterogénea, los migrantes de diversas partes del 
mundo, como Estados Unidos (Dasgupta y Menzies, 2005), Perú (Wamoto et al., 
2012), Israel (Goldblatt et al., 2014), países europeos (Odone et al., 2014; 
Zammarchi et al., 2014) e incluso China (Dong et al., 2010) han informado de una 
mayor diversidad de familias de MTB. Esto es lo que hace compleja la distribución, 
migración, evolución y distribución de genotipos. 
 
Los estudios de genotipificación en MTB han permitido determinar su estructura 
poblacional y evolución mediante la cuantificación de las asociaciones entre el 
genotipo de la cepa con fenotipos de resistencia a fármacos, además de determinar 
el genotipo prevalente y otros factores epidemiológicos incluyendo el origen 
geográfico. Esto mejora el desarrollo de estrategias para el control de la 
enfermedad, ya que contribuye al conocimiento de las rutas de transmisión, 
diferencia en el caso de recaídas si se trata de una reinfección exógena o una 
reactivación endógena, también diferencia trasmisión reciente de reactivación e 
identifica la presencia de brotes. 
 
En los últimos años, los estudios de epidemiología molecular y la genotipificación 
de las cepas de MTB, han basado sus esfuerzos en las técnicas de 
secuenciamiento de genomas completos (SGC) (Kato-Maeda et al., 2013). Las 
tecnologías de secuenciamiento permiten identificar la dinámica de transmisión del 
patógeno, la resistencia a medicamentos, los factores de virulencia y determinar la 
evolución del genoma (Roetzer et al., 2013).  
 
La completa información genética que otorga el SGC (Roetzer et al., 2013) junto 
con la disposición de la secuencia completa del genoma de MTB y de programas 
para la búsqueda de similitud entre secuencias, puede incrementar el conocimiento 
de la interacción patógeno-hospedero permitiendo la identificación de nuevos 
blancos de vacunas (Bai et al., 2013; Reyes et al., 2013) así como una 
diferenciación entre cepas que conduzca a reconocer el origen y los patrones de 
dispersión del patógeno (Ragheb et al., 2013). 
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Se ha demostrado que SGC proporciona una resolución superior a la de MIRU-
VNTR y Spoligotyping proporcionando todos los posibles objetivos genómicos a la 
vez, como la información de resistencia a fármacos, evolución del genoma y 
determinantes de virulencia. Sin embargo, los costos masivos de secuenciación 
siguen siendo caros en países con alta incidencia de TB, por lo tanto, el mejor 
enfoque es analizar un conjunto específico de SNPs asociados a un determinado 
genotipo. El objetivo de este estudio es proponer un nuevo conjunto específico de 
SNPs, basados en el principio de inclusión/exclusión, para la genotipificación de 
Mycobacterium tuberculosis, el cual será útil para clasificar las cepas MTB 
(genotipo) y determinar sus factores de riesgo en la transmisión de la tuberculosis 
en diferentes poblaciones desarrollando estrategias para el control de esta 
enfermedad. 
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2. ANTECEDENTES 
2.1.  Patogenia de la tuberculosis 
 
La tuberculosis es una enfermedad sistémica, infecciosa y crónica que afecta 
mayormente al sistema respiratorio. Producida principalmente por especies del 
complejo MTB: Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis, Mycobacterium 
africanum y Mycobacterium microtti, que pueden afectar a humanos (Brosch et al., 
2002). MTB fue identificado como el agente causal de la tuberculosis en 1882 por 
Robert Koch, quien logró aislarlo y cultivarlo a partir de pacientes con tuberculosis 
(Fenton y Vermeulen, 1996). La infección se adquiere habitualmente en etapas 
tempranas de la vida, condicionando a una infección aguda frecuentemente 
asintomática con desarrollo de inmunidad, formación de granuloma y calcificación, 
denominándose a esto tuberculosis latente (Daniel et al., 1994). La tuberculosis 
afecta principalmente los sistemas respiratorio, digestivo, linfático y renal, atacando 
al estado general, de manera que si no es tratada oportuna y eficientemente puede 
llevar a la muerte a quien la padece. La tuberculosis pulmonar es la forma más 
frecuente e infectante; así como, de mayor importancia epidemiológica, por lo que 
es considerada como un problema de salud pública en nuestro país (Van Soolingen, 
2001).  
 
En la mayoría de los casos el mayor riesgo de infección con Mycobacterium 
tuberculosis depende de factores exógenos, tales como: (i) la epidemiología de TB 
en una región determinada, (ii) el ambiente social y (iii) la calidad en los sistemas 
de salud. Sin embargo, la probabilidad de desarrollar enfermedad activa es 
principalmente determinada por factores endógenos tales como: el estado 
nutricional, la salud general e inmunocompetencia que son determinantes críticos 
para el desarrollo de la infección. La mayoría de personas infectadas (aprox. 90%) 
no desarrollaran TB activa a lo largo de su vida y los bacilos se confinan en un 
microambiente inmunológico llamado “Granuloma". Sin embargo, pueden sobrevivir 
y persistir durante toda la vida del hospedero en un “estado de dormancia”, lo que 
plantea una amenaza continua para el individuo infectado. Cualquier compromiso 
que afecte el sistema inmunológico tales como terapia inmunosupresora, infección 
por VIH, o edad avanzada, reaniman los bacilos latentes, causando la reactivación 
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de la tuberculosis, la cual es clínicamente indistinguible de una infección primaria 
(Kaufmann et al., 2009).  
 
La tuberculosis primaria es encontrada predominantemente en niños menores 
de 4 años, que parecen tener un déficit en el control de Mycobacterium tuberculosis 
y la reactivación de tuberculosis es encontrada en adultos que adquirieron el bacilo 
muchos años antes. Esta forma de tuberculosis es localizada en más del 80% en 
el pulmón, aunque otros órganos pueden también ser afectados (Kaufmann et al., 
2009). 
 
2.2. Clasificación taxonómica de MTB   
 
Dominio:  Bacteria 
   Phylum:  Actinobacteria 
      Clase:  Actinobacteria 
         Subclase:  Actinobacteridae 
            Orden:  Actinomycetales 
               Suborden:  Corynebacterineae 
                  Familia:  Mycobacteriaceae 
                     Género:  Mycobacterium 
                        Especie:  Mycobacterium tuberculosis 
 Mycobacterium tuberculosis. Sanger Institute (2007) 
 
2.3. Aspectos biológicos y estructurales de las Micobacterias  
 
Las micobacterias son bacilos largos de 3 a 5 μm de longitud o curvos en forma 
de maza, inmóviles, no esporulados, con abundantes gránulos citoplasmáticos, 
resistentes a la tinción con colorantes comunes, resistentes a la decoloración con 
una mezcla de alcohol-ácido, algunos son aerobios, con crecimiento rápido y lento. 
Su estructura es rica en lípidos (20-60 %), oportunistas y saprofitas (Rodriguez, 
2006).   
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MTB y otras micobacterias son biológicamente similares a las bacterias Gram+, 
aunque frente a la tinción de Gram las micobacterias son débilmente Gram+ o no 
se tiñen. Su membrana consiste en dos partes principales: la membrana plasmática 
y, alrededor de ella, la pared celular. La primera le otorga a la célula protección 
osmótica, además de transporte de iones y moléculas; en tanto que la segunda le 
brinda soporte mecánico y protección. La pared celular está constituida por tres 
capas: la capa interna, compuesta por peptidoglicano como en otras bacterias; la 
capa media, compuesta por el polisacárido arabinogalactano, cuyos extremos 
están esterificados con ácidos grasos de alto peso molecular, los ácidos micólicos, 
únicos para las micobacterias; y la capa exterior compuesta por una estructura 
glucolípida. La membrana plasmática tiene como característica la presencia de 
moléculas lipopolisacáridos, lipoarabinomananos, lipomananos y fosfatidil-inositol-
manósidos (Figura 1) (Hong y Hopfinger, 2004).  
 
Son bacilos ácido-alcohol resistentes por lo cual se tiñen mediante la coloración 
Ziehl-Neelsen, método basado en la coloración con fucsina y decoloración con HCl 
(Kasper et al., 2005).  
 
La mayoría de las micobacterias patógenas tienen un crecimiento lento, después 
de 3 a 4 semanas se pueden observar las colonias (Van Embden et al., 1993). Las 
micobacterias son capaces de sobrevivir por largos periodos, siempre y cuando se 
encuentren aisladas de la luz solar ya que la luz ultravioleta y una temperatura 
mayor a 65 °C las inactiva, de igual manera poseen una mayor resistencia a los 
ácidos, álcalis y desinfectantes que el resto de las bacterias, además son 
resistentes a la deshidratación y la congelación (Dorronsoro y Torroba, 2007). 
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Figura 1: Esquema de la pared celular de las micobacterias (Hong y Hopfinger, 2004).                        
A: Membrana plasmática, B: Proteína transversal, C: Proteína no transversal,                        
D: Peptidoglucano, E: Lipoarabinomanano, F: Arabinogalactano, G: Ácidos micólicos,               
H: Glicolipidos, I: Lípidos libres, J: Porina. 
 
Aun con muchas características en común, las especies del género 
Mycobacterium muestran diversidad en otros aspectos. La mayoría vive y replica 
libremente en los ecosistemas y rara vez o nunca causa enfermedad. Solo unas 
pocas micobacterias pueden volverse patógenos exitosos en vertebrados 
superiores. En contraste, algunas especies de micobacterias no pueden crecer en 
el medio ambiente, son hospedador dependientes como Mycobacterium leprae, 
Mycobacterium lepraemurium, Mycobacterium avium subsp. Paratuberculosis, y los 
miembros del complejo Mycobacterium tuberculosis. Este complejo incluye MTB, 
junto con otras 7 especies estrechamente relacionadas: Mycobacterium bovis, 
Mycobacterium africanum, Mycobacterium microti, Mycobacterium caprae, 
Mycobacterium pinnipedii, Mycobacterium canetti y Mycobacterium mungi 
(Monteserin, 2016). 
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El genoma completo de MTB fue descrito por el Instituto Sanger en el año 1998. 
Comprende alrededor de 4 411 532 pb, que conforman aproximadamente 4 000 
genes distribuidos equitativamente en el ADN; se conocen las funciones precisas o 
por lo menos supuestas en el 52 % de estos genes, para el 48 % restante se 
desconocen sus funciones. Entre el 3 y 4 % del genoma de la bacteria está 
conformado por secuencias de inserción (IS), siendo IS6110 la más empleada por 
su capacidad polimórfica para la clasificación de MTB (Cole, 2002). 
 
Mycobacterium tuberculosis es considerado genéticamente monomórfico, 
porque tiene bajos niveles de diversidad genética y homoplasia (eventos de 
mutaciones independientes que resultan en el mismo genotipo entre aislamientos 
con diferentes ancestros) y muy raros eventos de recombinación homóloga. Sin 
embargo, en comparación con otras bacterias monomórficas, presenta sustancial 
variación en su ADN. Los polimorfismos identificados como large sequence 
polymorphisms (LPSs) y single nucleotide polymorphisms (SNPs) son 
filogenéticamente informativos y útiles para los estudios de población (Kato-Maeda 
et al., 2011). 
 
    Además, el cromosoma posee otras regiones que son fuentes de variabilidad: 
los polimorfismos en las repeticiones cortas palindrómicas agrupadas regularmente 
espaciadas (clustered regularly interspaced short palindromic repeats, CRISPRs) y 
repeticiones en tándem de número variable (variable number tandem repeats, 
VNTR). Todos ellos han sido aplicados a estudios de epidemiología molecular 
(Kato-Maeda et al., 2011). 
 
 
Cerca de 200 genes del genoma de Mycobacterium tuberculosis codifican para 
proteínas enzimáticas del metabolismo de ácidos grasos, aproximadamente el 6% 
del total del genoma (Tabla 1). 100 de ellos están fuertemente implicados en la β- 
oxidación de ácidos grasos y tienen un alto contenido de guanina-citosina (G-C), el 
cual es constante a lo largo de todo su genoma (Smith, 2003). 
 
 
 
 11 
 
Tabla 1. Clasificación general de los genes de Mycobacterium tuberculosis.  
 
Fuente: Smith, 2003 
 
2.4. Diagnóstico de la infección tuberculosa    
 
El diagnóstico de tuberculosis se lleva a cabo a partir de la identificación de la 
bacteria en muestras provenientes del tracto respiratorio en caso de tuberculosis 
pulmonar, o de secreciones, líquidos o biopsias de otras partes del cuerpo 
(tuberculosis extrapulmonar) (OPS, 2006). Para la identificación de especies del 
complejo MTB se debe tener en cuenta: velocidad de crecimiento, características 
morfológicas de las colonias, y resultados de las pruebas bioquímicas como 
catalasa a T° ambiente, prueba de nitratos, prueba de niacina cuyos resultados en 
bacterias pertenecientes al complejo Mycobacterium tuberculosis son reacciones 
positivas (León et al., 2002). 
 
Uno de los métodos con más de 100 años para el diagnóstico inicial de 
tuberculosis es la baciloscopía, la cual busca la presencia de bacilos ácido-alcohol 
resistentes (BAAR), también se utiliza el cultivo de los especímenes clínicos en 
medio de Ogawa-Kudoh (OK) o Löwenstein-Jensen (LJ). La baciloscopía se basa 
en la capacidad de las micobacterias para formar complejos estables con ciertos 
colorantes de arylmetano como la fucsina, la cual penetra en la pared celular 
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uniéndose a los complejos micolil arabinogalactano. Este complejo retiene el 
colorante aún después de su exposición al ácido alcohol o ácidos minerales. Esta 
condición es requerida para que un microorganismo sea denominado ácido-alcohol 
resistente ((Raviglione y O´Brien, 2012). 
 
Las coloraciones que demuestran la condición de ácido-alcohol resistencia de 
las micobacterias son el Ziehl-Neelsen y el Kinyoun (Fleischmann et al., 2002). Es 
un método ventajoso para el diagnóstico de tuberculosis ya que es una técnica 
relativamente sencilla, de muy bajo costo, pero presenta problemas a nivel de 
sensibilidad, ya que en pacientes que no expulsan gran cantidad de bacilos no es 
posible detectarlos, en estos casos se realiza el cultivo, el cual sirve para 
diagnosticar los pacientes con baja carga bacilar, pero presenta el inconveniente 
que demora mucho el crecimiento y por lo tanto el diagnóstico, pero es muy útil 
para los pacientes que presentan resistencia a medicamentos, para la posterior 
realización de pruebas de sensibilidad a medicamentos antituberculosos (Warren 
et al., 2004; Fujiki y Kato, 2008). El mayor inconveniente de la baciloscopía es su 
baja sensibilidad, 40 – 60 % como se indica en una revisión (Raviglione y O´Brien, 
2012). Sin embargo ha surgido el método de baciloscopía concentrada con 
hipoclorito de sodio que aumenta la sensibilidad a 70 % aproximadamente, este 
método es de alta validez, casi semejante al cultivo, para el diagnóstico de 
tuberculosis en estos grupos de pacientes con radiografía anormal y BK negativo; 
siendo el costo y tiempo mínimo; así como, accesible a cualquier nivel básico de 
laboratorio (Barón et al., 2012). 
 
Otras metodologías que apoyan el diagnóstico de la tuberculosis son los rayos 
X, métodos inmunológicos tales como el Elisa, la realización de la prueba de la 
tuberculina (León  et al., 2002; Huebner et al., 1993) que actualmente ha caído en 
desuso; métodos automatizados para la detección rápida de crecimiento bacteriano 
como BACTEC MGIT (CDC, 2006) que permite obtener resultados de pruebas de 
susceptibilidad a drogas anti-tuberculosas en un menor tiempo que el método de 
proporciones, donde BACTEC MGIT 960 presenta la ventaja considerable de ser 
un método no radioactivo (Tortoli et al., 2002). 
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Las limitaciones que presentan los métodos tradicionales utilizados en el proceso 
de diagnóstico de infecciones por micobacterias han creado la necesidad de 
implementar nuevas estrategias para disminuir el tiempo necesario para el 
aislamiento e identificación de Mycobacterium tuberculosis. Hace 2 décadas, la 
irrupción y el posterior desarrollo de las técnicas de biología molecular en el mundo 
de la microbiología clínica han supuesto un gran avance en el diagnóstico y el 
tratamiento de las enfermedades infecciosas. 
 
En la actualidad hay múltiples técnicas moleculares como PCR que amplifica la 
secuencia de inserción IS6110, característica del complejo MTB (Van Embden et 
al., 1993). También el método PRA (PCR Restriction Analysis), en el cual se realiza 
una amplificación del gen hsp 65 y el producto de PCR se corta con enzimas de 
restricción (Telenti et al., 1993); la cuantificación de interferón gamma (Quantiferon) 
(Middlebrook et al., 1977), ésta  técnica se basa en la detección del IFN-gamma 
liberado como respuesta a la estimulación in vitro de las células T sensibilizadas, 
presentes en sangre periférica, con antígenos específicos de MTB (Lalvani et al., 
2001). 
 
Actualmente en nuestro país se utilizan algunos métodos rápidos y moleculares 
para diagnóstico de tuberculosis MDR, como por ejemplo, la prueba molecular 
Genotype®MTBDRplus (Asencios et al., 2012) diseñada para la detección de 
resistencia a isoniacida y rifampicina en un máximo de 72h a partir de esputo o de 
cultivo, en comparación con los métodos microbiológicos que demandan mucho 
tiempo; así también, el método de APP que demora 30 días a partir del cultivo para 
la obtención del resultado, mientras los métodos de BACTEC-460 y MODS 
(Caviedes et al., 2000; Moore et al., 2006) demoran entre 8 a 15 días 
respectivamente, desde la obtención de la muestra hasta la emisión de los 
resultados. Se debe señalar que  la prueba Genotype®MTBDRplus requiere que la 
muestra de esputo sea baciloscopía positiva para poder utilizarla (Hain Lifescience, 
2010), constituyéndose en una herramienta alternativa para la detección rápida de 
la resistencia de estas drogas antituberculosas. 
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2.5 Aspectos epidemiológicos de la tuberculosis 
 
La tuberculosis es una de las enfermedades infecciosas de más amplia 
distribución en el mundo y constituye una de las primeras causas de muerte en 
pacientes con el Síndrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), especialmente 
en países en vías de desarrollo como Perú. Un tercio de la población mundial está 
infectada con el Mycobacterium tuberculosis, cada año se enferman cerca de 8 
millones de personas, de las cuales mueren dos millones, aproximadamente 
(Castiblanco y Wllman, 2006) y es una de las primeras causas de muerte en países 
con alta prevalencia de esta enfermedad (De Paz et al., 2012). 
 
Aproximadamente unos 14 millones de personas presentan coinfección TB/VIH 
alrededor del mundo, siendo la TB la principal causa de muerte en pacientes con 
VIH (Bruchfeld et al., 2015). La OMS estimó que, en 2014, se presentaron en el 
mundo 9.6 millones de casos nuevos de tuberculosis. Las regiones con mayor 
número de casos fueron: Asia con el 58% y África con el 28%. Los países con más 
casos fueron India (23%), Indonesia (10%) y China (10%). Las regiones que 
tuvieron el menor número de casos fueron: la región del Mediterráneo Oriental (8%), 
Europa (3%) y la región de las Américas (3%) (WHO, 2015).  
 
De los 9.6 millones de casos de tuberculosis incidentes en el 2014, entre 1.1 y 
1.3 millones (11% - 13%) se presentaron en personas VIH positivas. La mayor 
proporción de casos de TB coinfectados con VIH se presentó en la región de África 
con un 32% de casos. Durante el 2014 hubo un estimado de 1.5 millones de 
muertes por tuberculosis, de las cuales 1.1 millones se presentaron en personas 
VIH negativas (16 muertes por 100 000 habitantes), y 390 000 entre las personas 
VIH positivas (21 muertes por 100 000 habitantes). A nivel mundial, se estimó que 
el 3.3% de casos nuevos de tuberculosis y 20% de casos previamente tratados 
tuvieron tuberculosis MDR, las cuales cobraron alrededor de 190 000 vidas (WHO, 
2015). 
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En el 2014 hubo un aumento considerable en la realización de las pruebas de 
susceptibilidad a medicamentos anti-tuberculosis con respecto a los años 
anteriores. 58% de pacientes tratados y 12% de nuevos casos fueron evaluados. 
Probablemente debido a la inclusión de las pruebas moleculares. Del total estimado 
de casos nuevos de tuberculosis MDR (480 000 casos), únicamente 123 000 (41%) 
fueron detectados y reportados. El inicio del tratamiento tuvo un incremento del 14% 
con respecto al 2013. Sin embargo, solo el 50% de pacientes fueron exitosamente 
tratados. Los casos de tuberculosis XDR se reportaron en 105 países. Se estima 
que un 9.7% de las personas con tuberculosis MDR tiene tuberculosis XDR (WHO, 
2015). 
 
En la Región de las Américas se estima que en el año 2011 se produjeron unos 
268 400 casos de tuberculosis 100 menos que en el 2010. Alrededor de dos tercios 
(67%) de todos los casos nuevos de tuberculosis ocurrieron en América del Sur 
(subregión andina: 29%; otros países: 38%); 17% en México y Centroamérica; 11% 
en el Caribe, y 5,1% en América del Norte. Brasil ocupa actualmente el 17º lugar 
en todo el mundo y el primer lugar en las Américas en lo que respecta al número 
total de nuevos casos de tuberculosis (83 000). El 60% de todos los casos nuevos 
de tuberculosis que se registraron en la Región de las Américas correspondieron a 
Brasil, Perú, México y Haití. Más de un tercio de los 77 900 casos nuevos de 
tuberculosis registrados en los países andinos de América del Sur ocurrieron en 
Perú (30 000; 39%), que ocupa el segundo lugar en las Américas, seguido por 
Colombia (16 000; 21%). La mayor incidencia estimada de tuberculosis por 100 000 
habitantes correspondió en el 2011 a Bolivia con 129 casos y Perú con 101 casos, 
donde había disminuido sustancialmente en los 20 últimos años (OPS, 2013). 
 
En el Perú durante el año 2014 se presentaron 27 350 casos nuevos de 
tuberculosis de todas las formas. Desde el año 1997 hasta el año 2014 se han 
detectado más de 15 mil casos de tuberculosis MDR. El mayor número de casos 
de tuberculosis MDR se han reportado en los últimos 10 años (del 2005 en 
adelante) donde, el promedio reportado por año superó los 1 100 casos de 
tuberculosis MDR, con una tendencia creciente en los últimos 4 años. El mayor 
porcentaje de los casos de tuberculosis MDR, han sido reportados en 
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departamentos de la costa, Lima con el 83.1% y un 12 % en otros departamentos 
de la costa. Desde la detección del primer caso con tuberculosis XDR (1999) hasta 
el año 2014, se han diagnosticado más de 600 casos de tuberculosis XDR. En los 
últimos 7 años (2008-2014) se han detectado el 80% de los casos de tuberculosis 
XDR. La proporción de los casos de tuberculosis XDR entre los casos de MDR, se 
ha incrementado de manera acelerada. De menos de 2 casos de tuberculosis XDR 
por cada 100 casos de tuberculosis MDR antes del 2005, a 6 para el año 2014 
(MINSA, 2016). 
 
2.6. Epidemiología molecular de Mycobacterium tuberculosis    
 
Actualmente la epidemiología molecular aplicada al estudio de enfermedades 
infecciosas, combina los métodos moleculares para la identificación de agentes 
patógenos con herramientas de la epidemiología convencional para el estudio de 
la distribución, comportamiento y factores de riesgo de una enfermedad (García et 
al., 2003). Los estudios de genética y epidemiología molecular describen que el 
genoma de MTB posee regiones bien conservadas de ADN específicas de género 
y regiones hipervariables específicas de especie (Sola et al., 2001).  
 
Los métodos moleculares utilizados para el estudio y caracterización de 
miembros del complejo MTB han brindado un gran avance en el conocimiento de 
la dinámica de transmisión de esta enfermedad, han permitido la revelación de las 
bases genéticas implicadas en el desarrollo de resistencia a medicamentos y 
caracterización de brotes epidémicos en poblaciones e identificación de genotipos 
y familias del complejo (Van Embden et al., 1993; Kamerbeek et al., 1997; Supply 
et al., 1997) 
 
La secuenciación total del genoma de MTB ha permitido identificar diversos 
marcadores genéticos utilizados para la caracterización y diferenciación de cepas 
que infectan personas en un período de tiempo determinado, los cuales facilitan la 
caracterización de las cepas sin tener que realizar la secuenciación completa de 
las bacterias, constituyendo un ahorro en costos y tiempo (Figura 2) (Kwara et al., 
2003; Hawkey et al., 2003). 
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El desarrollo de metodologías de fingerprinting ha permitido realizar estudios de 
transmisión global de la enfermedad, que permiten una comparación de cepas 
circulantes en distintas poblaciones y de esta manera establecer si hay un flujo 
genético de una población a otra, caracterizar brotes, hacer distinción entre 
transmisiones recientes o antiguas, detectar si hay contaminación cruzada en el 
laboratorio, detección de reinfección o recaída en pacientes con episodios 
secundarios de tuberculosis, identificación de poblaciones con alto riesgo de 
transmisión para la posterior implementación de la estrategia de control adecuada 
para contrarrestar la transmisión (Van Soolingen, 2001; Moström et al., 2002; Peter 
et al., 2003). 
 
 
Figura 2: Ubicación de marcadores moleculares en el cromosoma de Mycobacterium 
tuberculosis para genotipificación: RFLP-IS6110, Spoligotyping y MIRU-VNTR (Barnes et 
al., 2003). 
 
Los métodos alternativos de identificación más comunes provienen del desarrollo 
de técnicas moleculares aplicadas a la identificación genotípica. Estas técnicas 
Cromosoma de la cepa X 
de   M. tuberculosis 
Genotipificación basada en IS6110 
Genotipificación basada en MIRU 
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están basadas en la amplificación de ADN bacteriano por PCR acompañadas por 
el estudio de polimorfismos generados por la digestión con enzimas de restricción, 
la hibridación con sondas específicas, o la secuenciación de cadenas nucleotídicas 
(Cortinas et al., 2002). 
 
En estudios realizados por Kremer et al. (1999) y Supply et al. (2001), se 
compararon cinco métodos de RFLP y ocho metodologías basadas en PCR. Se 
observó que, a pesar del potencial de las técnicas rápidas de amplificación para la 
caracterización de cepas de Mycobacterium tuberculosis, más de la mitad de los 
métodos utilizados tenían como limitación fundamental su reproducibilidad y/o 
poder de discriminación. De estos, los que mejores resultados aportaron fueron 
RFLP-IS6110, este último se basa en la amplificación del locus DR compuesto por 
repeticiones directas de 36 pb y la determinación de la presencia o ausencia de las 
secuencias espaciadoras que las separan (Kremer et al., 1999).  
 
Actualmente, la secuenciación del genoma completo de los microorganismos 
está siendo ampliamente utilizada para caracterizar genomas individuales, 
transcripción y variación genética de las poblaciones y las enfermedades (Bentley 
et al., 2008). Esta técnica, constituye una herramienta importante para el estudio 
de la tuberculosis, proporcionando un alto poder de comprensión y discriminación 
para medir la diversidad genética y puede ser utilizada para análisis filogenéticos y 
clasificación de Mycobacterium tuberculosis. Adicionalmente, con la continua 
reducción de sus costos puede ser considerada próximamente como la “prueba de 
oro” para la genotipificación epidemiológica de Mycobacterium tuberculosis 
(Coscolla et al., 2010). 
 
2.6.1 RFLP-IS6110  
 
    RFLP-IS6110 (Polimorfismo de Longitud de Fragmentos de Restricción) fue 
considerada la prueba de oro para genotipificar y caracterizar cepas de 
Mycobacterium tuberculosis debido a la variabilidad existente entre cepas, en el 
número de copias de la IS6110 y de su localización en el genoma de la 
micobacteria. Ésta metodología se basa en el polimorfismo de los fragmentos 
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largos de restricción que se obtienen después de cortar el ADN genómico con la 
enzima de restricción Pvu II. Se fundamenta en estudiar el número de veces que la 
secuencia de inserción IS6110 se repite en el genoma de la micobacteria 
(generalmente entre 1 y 25 veces) y aunque es una técnica muy reproducible, su 
mayor limitación es que no puede ser utilizada si la micobacteria tiene menos de 6 
copias de esta secuencia en su cromosoma, en tal caso, se deben realizar otros 
métodos genotípicos. Adicionalmente, la genotipificación basada en IS6110 
requiere de subcultivos de los aislados por algunas semanas para obtener 
suficiente ADN. Los aislados de pacientes infectados con cepas no relacionadas 
epidemiológicamente tienen patrones RFLP diferentes, mientras que los pacientes 
con cepas relacionadas epidemiológicamente por lo general tienen patrones RFLP 
idénticos (Barnes et al., 2003). 
 
2.6.2. Spoligotyping 
 
Las cepas del complejo Mycobacterium tuberculosis contienen una única región 
en el cromosoma que consta de múltiples repeticiones directas (DRs) de 36 pb, 
éstas se encuentran intercaladas por espaciadores únicos que varían en tamaño 
de 35 a 41 pb (Groenen et al., 1993) y es altamente polimórfico (Beggs et al., 1996) 
(Figura 3). El número de DRs y la presencia o ausencia de espaciadores es variable 
entre las cepas. Su polimorfismo probablemente se debe a recombinaciones 
homólogas entre DRs cercanos o distantes y rearreglos producidos por el elemento 
de inserción IS6110, el cual está presente en la mayoría de cepas de MTB (Groenen 
et al., 1993). Esto puede llevar a la pérdida de sus espaciadores, las cuales son 
irreversibles (Shabbeer et al., 2012). 
 
El Spoligotyping (Espoligotipado), es una metodología basada en la 
amplificación de ADN de DRs y la presencia/ausencia de los espaciadores indican 
los diferentes patrones de hibridación del ADN amplificado. La hibridación es 
realizada con múltiples oligonucleótidos sintéticos de los espaciadores y son unidos 
covalentemente a una membrana de nylon. Para la genotipificación se utilizan sólo 
43 secuencias espaciadoras de las 94 que se han encontrado. Para visualizar los 
43 espaciadores amplificados, uno de los dos primers está marcado con biotina. 
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Figura 3. DRs y espaciadores utilizados en Spoligotyping (Barnes et al., 2003). 
 
Posteriormente, los puntos de hibridación se revelan con un conjugado de 
estreptavidina-peroxidasa, éste se une a la biotina, que al agregar el sustrato 
luminol forman un complejo luminoso. La reacción enzimática que se produce 
quema una placa radiográfica. El punto observado corresponde a cada espaciador 
hibridado, de esta forma se determinan los espaciadores presentes o ausentes en 
cada aislado evaluado (Acosta et al., 2009). 
 
El Spoligotyping es un método muy utilizado por su relativa simplicidad, rapidez 
y bajo costo. Los resultados se expresan en códigos binarios de 43 dígitos 
construidos por la presencia (1) o ausencia (0) de los espaciadores, que permiten 
crear bases de datos simples, con código binarios u octales (Figura 3). Estos 
resultados posteriormente son analizados filogenéticamente para determinar los 
clusters según su similitud genética. La codificación permite comparar fácilmente el 
genotipo de cepas aisladas en diferentes laboratorios en todo el mundo (Shabbeer 
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et al., 2012). Los datos obtenidos se comparan con una base de datos internacional 
que tiene más de 11 000 SITs (Spoligotype International Type) de aislados 
obtenidos en más de 90 países, de esta manera se obtiene la identificación de los 
diferentes genotipos y sublinajes de cada aislado del complejo Mycobacterium 
tuberculosis (Filliol et al., 2002).  
 
La clasificación basada en Spoligotyping CRISPR tiene una base de datos con 
miles de cepas reportadas (Driscoll, 2009). Recientemente se ha vuelto más 
importante, ya que existe una correlación positiva entre la presencia de espaciador 
de emparejamientos de fago y fago-resistencia (Bolotin et al., 2005; Pourcel et al., 
2005) como un posible mecanismo similar al ARN de interferencia resistente contra 
elementos génicos invasores (Makarova et al., 2006), conteniendo restos y huellas 
de bacteriófagos encontrados previamente.  
 
A pesar de las ventajas que tiene esta técnica, mencionadas previamente, su 
poder de discriminación es bajo, por lo tanto, necesita de otra técnica que permita 
una mayor diferenciación entre cepas (Barnes et al., 2003). 
 
 
 
2.6.3. MIRU-VNTR  
 
Las Unidades Repetitivas Micobacterianas Interespaciadas - Número Variable 
de Repeticiones en Tándem están dispersas en miles de copias en los genomas 
eucariotas superiores. Los loci con repeticiones de secuencias cortas (SSRs) de 1-
13 pb son llamados generalmente microsatélites, y los que tienen de 10-100 pb 
secuencias repetidas son llamados minisatélites. Muchos de estos loci, muestran 
hipervariabilidad en su número de repeticiones tanto en humanos, como en 
animales. Estos también son llamados loci de repeticiones en tándem de número 
variable (VNTR) y son una gran herramienta para el estudio de evolución y estudios 
de pedigree (Jeffreys et al., 1985; Supply et al., 2000). El tamaño de cada amplicón 
indica el polimorfismo del VNTR y se expresa como el número de copias que 
contiene. Las secuencias VNTR han emergido como marcadores para 
genotipificación de algunas especies bacterianas, especialmente para patógenos 
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genéticamente homogéneos tales como Bacillus anthracis, Yersinia pestis y los 
miembros del complejo Mycobacterium tuberculosis (Keim et al., 1999; Klevytska 
et al., 2001; Le Fleche et al., 2001).  
 
Supply et al. (2000), reportaron la identificación de minisatelites en el genoma de 
Mycobacterium tuberculosis. Estas estructuras están compuestas de secuencias 
repetidas llamadas MIRU de 40 a 100 pb y se encontraron dispersas en 41 sitios 
del cromosoma de la cepa H37Rv de Mycobacterium tuberculosis (Figura 4). Los 
MIRU han sido clasificados en tres grupos principales. Tipo I secuencias que 
contienen alrededor de 77 a 101pb, Tipo II de 46 a 53 pb y Tipo III de 58 a 101pb. 
Se estiman alrededor de 40 a 50 MIRU en el genoma de Mycobacterium 
tuberculosis; algunas contienen unidades repetidas idénticas y otras contienen 
repeticiones que varían ligeramente en secuencia y longitud (Supply et al., 1997). 
 
 
 
Figura 4. Posición de 41 loci MIRU en el cromosoma de Mycobacterium tuberculosis 
H37Rv (Supply et al., 2000). 
 
Inicialmente, se observó que 12 de estos loci presentaban polimorfismos en el 
número de copias MIRU entre aislados de Mycobacterium tuberculosis no 
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relacionados. Por lo tanto, los sistemas iniciales de tipificación VNTR para las cepas 
del complejo Mycobacterium tuberculosis hacían uso de dichos loci (12 loci) (Supply 
et al., 2000). Sin embargo, no resultó ser suficientemente discriminatorio (Kremer 
et al., 1999). Posteriormente se utilizaron 15 loci y en la actualidad se están 
utilizando 24 loci altamente polimórficos y con un mayor poder discriminatorio 
(Supply et al., 2006).  
 
La genotipificación basada en VNTR de diferentes clases de MIRU categoriza el 
número y tamaño de las copias de cada MIRU independiente, mediante la 
amplificación de múltiples loci usando primers específicos para las regiones que 
flanquean cada locus mediante PCR, y visualizando por electroforesis (Figura 2). 
En cada uno de los loci hay de 2 a 8 alelos, lo que da lugar a más de 20 millones 
de posibles combinaciones de ellos. El poder discriminatorio de la genotipificación 
por MIRU-VNTR es generalmente similar al RFLP - IS6110, con la diferencia que 
su análisis puede ser automatizado y de esta manera ser utilizado para la 
evaluación de un gran número de cepas, produciendo resultados digitales 
intrínsecos que pueden ser organizados en una base de datos. Un sitio web ha sido 
configurado para que una base de datos mundial de patrones MIRU pueda ser 
creada (Supply et al., 2006). La tipificación por MIRU-VNTR ha mostrado una buena 
reproducibilidad y un aceptable poder de discriminación (Kremer et al., 1999); es 
una técnica menos compleja que la genotipificación basada en RFLP-IS6110 y 
puede ser aplicada directamente a cultivos de Mycobacterium tuberculosis sin 
necesidad de purificar el ADN (Barnes et al., 2003). 
 
2.6.4. SNP 
 
Para tratar de resolver la clasificación de los genotipos de Mycobacterium 
tuberculosis, se ha intentado la genotipificación basándose en la secuenciación 
genómica (Roetzer et al., 2013). Sin embargo, los costos de secuenciación masiva 
siguen siendo caros en los países donde la tuberculosis es más común. La 
clasificación de los genotipos ha sido reportada con diferentes métodos. Estudios 
recientes han propuesto un conjunto de SNPs (Polimorfismos de un solo nucleótido) 
asociados a un genotipo determinado; se reportó 45 SNPs utilizando 4 secuencias 
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genómicas (Filliol et al., 2006), y 62 SNPs utilizando 1 601 genomas (Coll et al., 
2014). Sin embargo, estos reportes han mostrado limitaciones.  
 
Homolka et al. (2012) estudiaron el genoma de 104 cepas pertenecientes al 
Mycobacterium tuberculosis de pacientes que vivían en Alemania, revelando una 
alta diversidad poblacional, comprendiendo cepas de varios genotipos 
filogenéticos, que comprenden las regiones del oeste de África, Beijing, Ghana y 
Uganda. La secuencia de los datos reveló la presencia de 61 polimorfismos de 
nucleótido simple (SNPs) de los cuales 41 fueron polimorfismos no-sinónimos y 20 
sinónimos. 29 de los 61 SNPs fueron previamente encontrados como específicos 
de linajes o genotipos en la colección de referencia MIRU-VNTRplus (www.MIRU-
VNTRplus.org). 
 
Zhang et al. (2013) secuenciaron y analizaron 161 aislados con un alto rango de 
perfiles de resistencia a medicamentos, descubrieron 72 nuevos genes, 28 regiones 
intergénicas (IGR), 11 SNPs no sinónimos y 10 IGR SNPs con asociaciones fuertes 
a resistencia a antibióticos. Sugieren que los genes asociados con resistencia a 
drogas probablemente contienen esencialmente SNPs no sinónimos. 
 
Ilina et al. (2013) secuenciaron tres genomas de cepas MTB de Rusia de 
diferentes fenotipo: sensibles, MDR y XDR. Con base en el análisis filogenético, 
sus  aislamientos pertenecían a diferentes genotipos: Beijing, Ural y LAM, lo que 
hizo imposible la comparación directa de sus genomas. Confirmaron SNPs únicos 
de XDR del aislado CTRI-4XDR, perteneciente a la familia Beijing cuando se 
comparó con SNPs de 14 cepas XDR rusas adicionales de la misma familia. Dentro 
de este grupo solo encontraron mutaciones específicas en los genes de reparación, 
replicación y sistema de recombinación (categoría L del grupo COG), 
probablemente los otros SNPs únicos descubiertos en CTRI-4XDR postulan que 
pueden tener un papel importante en la adaptación de este microorganismo a su 
alrededores y el escape al tratamiento por medicamentos antituberculosos. 
 
En el Perú, Tarazona et al. (2014) reportan la secuencia de todo el genoma de 
una aislado sensible de Mycobacterium tuberculosis del Perú (INS-SEN) 
perteneciente al genotipo Latin American-Mediterráneo (LAM). El análisis funcional 
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reveló más mutaciones en la biosíntesis de metabolitos secundarios, el transporte, 
y catabolismo que para otras cepas LAM sensibles. Este estudio contribuyó a la 
comprensión de la diversidad genómica de Mycobacterium tuberculosis sensible a 
los fármacos. 
 
Galarza et al. (2014) reportan la secuencia completa del genoma de 
Mycobacterium tuberculosis (INS-MDR) del Perú, una cepa tuberculosa 
multidrogoresistente (MDR) y genotipo Latin American-Mediterráneo (LAM). El 
análisis reportó mutaciones relacionadas con la resistencia a los medicamentos en 
los genes rpoB (D516V), katG (S315T), kasA (G269S) y pncA (Q10R). Este estudio 
sugiere que la cepa INS-MDR podría derivar de una expansión clonal relacionada 
a la cepa africana KZN 1435. 
 
2.7. Secuenciamiento de ADN 
 
Las tecnologías de secuenciamiento de ADN, han ayudado a los biólogos 
proporcionando una amplia gama de aplicaciones, tal como estudios de la 
patogenicidad de genes, estudios comparativos y estudios evolutivos. La tecnología 
de secuenciamiento ideal debe ser rápida, precisa, fácil de operar y barata (Liu et 
al., 2012).  
 
En los pasados veinte años, las tecnologías de secuenciamiento han sufrido un 
tremendo desarrollo y han actuado como el motor de la era genómica, la cual es 
caracterizada por una vasta cantidad de datos y subsecuentemente un amplio 
rango de áreas de investigación (Liu et al., 2012).  
 
La primera tecnología de secuenciamiento introducida fue el método Sanger 
usando electroforesis de capilaridad. Esta tecnología ha sido aplicada en 
importantes proyectos de secuenciamiento y es considera muy valiosa por la 
longitud y precisión de las lecturas. Después de esta tecnología han emergido las 
tecnologías de secuenciamiento de segunda generación (NGS). Dentro de este 
grupo encontramos Roche 454, Illumina GA y ABI SOLID, las cuales generan un 
número de lecturas de 3 a 4 órdenes de magnitud más que las producidas por 
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Sanger. Hoy en día estas tecnologías han sido aplicadas exitosamente a la 
identificación del sitio de unión de proteínas asociadas al ADN y secuenciamiento 
de RNA para el estudio de transcriptomas (Harismendy et al., 2009). 
 
El ensamblaje de referencia con cepa H37Rv pansensible consiste en el 
ensamble de lecturas dentro de largas secuencias contiguas llamadas contigs, 
seguido por el proceso del ordenamiento correcto de los contigs dentro de scaffolds 
(Sovic´, 2012). Este ensamble se realiza al analizar la similitud entre los extremos 
de dos contigs utilizando las lecturas pareadas (Figura 5). 
 
Figura 5: Construcción de contigs y scaffolds. a) las lecturas son ensambladas en 
contigs y b) éstos a su vez son ensambladas en scaffolds (Johnson et al., 2012). 
 
La secuenciación de todo el genoma es actualmente el mejor método que 
proporciona una resolución superior. Sin embargo, sigue siendo costoso, 
especialmente en los países con alta incidencia de tuberculosis.  
 
 
2.8. Firma genómica para genotipificar MTB 
La firma genómica se refiere a la frecuencia característica de oligonucleótidos en 
un genoma o secuencia. Se ha observado que la firma genómica es similar en  
genomas filogenéticamente relacionados (Karlin y Burge, 1995). 
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La utilización de una firma genómica basada en SNPs es probable que sea una 
herramienta más exacta para estudios filogenéticos (Goujon et al., 2000; 
Nakamura, 2001; Schork et al., 2000). El análisis basado en SNPs es menos 
propenso a distorsión por presión selectiva en comparación con los marcadores 
genéticos polimórficos de secuencia larga como puede ser el caso de los 
espoligotipos o MIRUS (Schork et al., 2000). Además, los SNPs son selectivamente 
neutrales y deben acumularse a una velocidad uniforme y, por lo tanto, pueden 
usarse para medir la divergencia; es decir, pueden actuar como relojes 
moleculares. 
 
Sólo se ha realizado un número limitado de estudios como firma genómica 
basados en SNPs para M. tuberculosis hasta la fecha. Sin embargo, estos estudios 
no han identificado sistemáticamente los grupos filogenéticos a través de modelos 
basados en el análisis de agrupaciones; así como, la composición y el número de 
agrupaciones de SNPs para M. tuberculosis no ha sido clara. Las relaciones entre 
las cepas y su país de origen tampoco fueron examinadas. Además, estudios 
anteriores no han aprovechado al máximo el poder de una firma genómica basada 
en SNPs para servir como un Gold standard para examinar la exactitud de los otros 
métodos de genotipificación de M. tuberculosis. 
 
En nuestro estudio, correlacionamos el método de Spoligotyping y filogenia con 
un conjunto basado en SNPs del estudio comparativo de genomas de M. 
tuberculosis. 
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3. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
 
3.1. HIPÓTESIS 
 
La genotipificación de Mycobacterium tuberculosis utilizando un conjunto 
específico de SNPs basados en inclusión/exclusión tiene una correlación de 100% 
a las técnicas estándares. 
 
3.2. OBJETIVOS 
3.2.1. Objetivo General  
 
• Proponer un nuevo conjunto especifico de SNPs, basados en el principio de 
inclusión/exclusión, para  la genotipificación de Mycobacterium tuberculosis 
 
3.2.2. Objetivos Específicos 
 
• Estandarizar la técnica de ensamblaje y anotación para los 249 genomas 
analizados de Mycobacterium tuberculosis. 
 
• Estandarizar un conjunto de SNPs según el principio de inclusión/exclusión 
para la genotipificación de Mycobacterium tuberculosis. 
 
• Determinar la eficiencia de la genotipificación de Mycobacterium tuberculosis 
en comparación con las técnicas estándares. 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
4.1. SELECCIÓN DE SECUENCIAS GENÓMICAS 
 
En este estudio se utilizaron 249 secuencias genómicas de MTB (Anexo I): 125 
de las secuencias genómicas tienen genotipos conocidos determinados por el 
método de Gold standard (Spoligotyping), incluyendo Beijing (linaje 2), CAS (linaje 
3), EAI (linaje 1 y 3), Haarlem (linaje 4), LAM (linaje 4), X (linaje 4), Ural (linaje 4), 
T (linaje 4), AFRI1 (linaje 5) y AFRI2 (linaje 6) basados en publicaciones y bases 
de datos públicas; 76 de las secuencias genómicas tienen genotipos conocidos 
determinados por análisis filogenético incluyendo linaje 1 (EAI), linaje 2 (Beijing), 
linaje 3 (CAS y EAI), linaje 4 (Haarlem, LAM, T, X), linaje 5 (AFRI1) y el linaje 6 
(AFR2); y 48 de las secuencias genómicas tienen genotipos desconocidos. 
 
Estas secuencias genómicas se obtuvieron de los dominios públicos de las 
bases de datos internacionales del Instituto Nacional de Salud de USA (NIH), 
(ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/), del Archivo Europeo de nucleótidos (ENA; 
http://www.ebi.ac.uk/ena/) y de la Enciclopedia de genes y genomas Kyoto (KEGG) 
(http://www.genome.jp/en/gn_ftp.html). Las secuencias de MTB analizadas fueron 
de 35 países (Alemania, Canadá, China, Colombia, El Salvador, Estados Unidos, 
Etiopía, Filipinas, Gambia, Ghana, Guatemala, Holanda, India, Irán, Italia, Japón, 
Kazajstán, Malasia, México, Mongolia, Nepal, Nicaragua, Panamá, Perú, Puerto 
Rico, Reino Unido, Rusia, Sierra Leona, Sudáfrica, Suecia, Tailandia, Tanzania, 
Uganda, Uruguay y Vietnam) lo que nos permite obtener una diversidad global y 
representatividad de MTB (Figura 6). 
 
Adicionalmente, 34 secuencias genómicas de MTB con genotipos conocidos: 
Beijing (n = 12), LAM (n = 07), X (n = 06), CAS (n = 04), Haarlem (n = 04) y EIA 
(n=01) fueron utilizadas para confirmar el genotipo utilizando nuestro nuevo 
conjunto propuesto de 10 SNPs. 
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Los datos analizados fueron mapeados con el genoma de referencia H37Rv 
(número de acceso: NC_000962.3) utilizando BWA  (Li y Durbin, 2009). SAMtools 
(Li et al., 2012), kSNP (Gardner et al., 2015) y ParSNP se utilizaron para identificar 
SNPs. Estos programas excluyen el análisis de SNPs en regiones no secuenciadas.  
 
 
 
 
Figura 6: Diversidad Global de 249 secuencias analizadas de Mycobacterium 
tuberculosis para este estudio (Fuente: Elaboración propia). 
 
 4.2. ANÁLISIS FILOGENÉTICO DE LAS SECUENCIAS GENÓMICAS 
Se realizaron ensayos filogenéticos en 173 genomas de MTB (125 con genotipos 
determinados por Spoligotyping y 48 con genotipos desconocidos) utilizando dos 
diferentes programas de alineamiento: kSNP (Gardner y Hall, 2013) y ParSNP 
(Treangen et al., 2014). Cada programa utiliza diferentes algoritmos para 
seleccionar SNPs, construye las filogenias de máxima verosimilitud y compara las 
topologías. kSNP identifica SNPs basado en el análisis k-mers sin utilizar un 
genoma de referencia. Este programa requiere un k-valor para el tamaño del mer, 
que es calculado por la herramienta Kchooser. Además, con el fin de contar los k-
mers en los genomas, kSNP utiliza el software jellyfish (Marcais y Kingsford, 2011), 
luego compara estos mers en todos los genomas para encontrar SNPs y finalmente 
crea una matriz de SNPs para hacer árboles filogenéticos. ParSNP utiliza 
encuentros únicos máximos (MUM) para generar una alineación genómica múltiple 
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y un árbol de SNPs. Este MUM para dos genomas es un índice genético que 
considera el nivel de conservación del ADN del genoma nuclear y la proporción de 
ADN compartida por estos genomas. Después del proceso de alineamiento, los 
SNPs del genoma nuclear son seleccionados y utilizados para construir un árbol 
filogenético. 
 
4.3. ANÁLISIS DE CLUSTER DE GRUPOS ORTÓLOGOS (COG) 
Para determinar los grupos COGs más variables y conservados para MTB, se 
realizó un análisis de COG en 249 genomas de MTB que incluyeron los genotipos 
Beijing, CAS, EAI, Haarlem, LAM, X, Ural, AFRI1, AFRI2 y desconocidos. Se realizó 
un análisis comparativo basado en H37Rv para determinar los SNPs, utilizando el 
programa SAMTools (Li et al., 2009). A continuación, se generó una base de datos 
SNP que incluía SNPs correspondientes a genes y grupos COG. 
 
4.4. SELECCIÓN DEL GRUPO DE SNPs 
La asignación de genotipo se realizó en dos etapas: (I) utilizando el criterio de 
inclusión/exclusión en genotipos experimentales (Espoligotipos) y predicción 
filogenética y; (II) utilizando grupos COG. 
 
(I) Criterio de inclusión/exclusión (IE) mediante datos de Spoligotyping y 
filogenias: Primero, se procesaron 125 genomas de MTB con información 
experimental de genotipos. Cada secuencia del genoma se transformó en códigos 
binarios, como presencia (1) o ausencia (0) de una mutación en loci, basados en 
H37Rv. Luego, los genomas se agruparon de acuerdo con sus genotipos (Beijing, 
CAS, EAI, Haarlem, LAM, X, Ural, AFRI1 y AFRI2). Utilizando el criterio IE, los loci 
compartidos con más de un genotipo fueron descartados. En segundo lugar, para 
reforzar la selección de SNP, se incluyeron 124 genomas de MTB adicionales (76 
con genotipos determinados por análisis filogenético y 48 de genotipos 
desconocidos con genotipos predichos por análisis filogenético). Finalmente, los 
SNPs compartidos en más de un genotipo de MTB de Beijing, CAS, EAI, Haarlem, 
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LAM, X, Ural, AFRI1 y AFRI2 fueron descartados. Se identificaron un total de 2 123 
SNPs específicos para cada genotipo de MTB reportándolos como SNPs-IE. 
 
(II) Selección de SNPs no sinónimos basados en COG (clúster de grupos 
ortólogos): Luego, los SNPs fueron organizados en grupos funcionales COG 
(Tatusov et al., 2001). Los genotipos de los genomas de MTB han mostrado una 
distribución de locus variante en COG a partir de la más variable a la más 
conservada (S, R, I, Q, E, C, F, L, N, G, H, K, P, J, T, O, F, D, V, U y A). En este 
caso, se seleccionó el locus de la familia de genes más conservada a la más 
variable. Luego, se seleccionó un locus asociado con un SNP no sinónimos para 
cada uno de los 9 genotipos MTB. 
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5. RESULTADOS 
 
5.1. DETERMINACIÓN DE GENOTIPO POR ANÁLISIS FILOGENÉTICO DE 48 
GENOMAS DE MTB DESCONOCIDOS 
 
El árbol filogenético se construyó con 249 genomas de MTB, utilizando kSNP y 
ParSNP (Figura 7). Se identificaron ocho clados con buen soporte: AFRI1, EAI, 
CAS, Beijing, Haarlem, X, LAM y T. Sin embargo, el clado AFRI2 sigue siendo 
parafilético con cepas en diferentes niveles de la bifurcación. De los 48 genomas 
de MTB desconocidos, 03 son AFRI1, 16 son EAI, 03 son CAS, 22 son Beijing, 15 
son Haarlem, 03 son X y 15 son LAM. Una cepa de Haarlem (Haarlem / NITR2) 
determinada por Spoligotyping se ubicó en el clado X mediante ambas 
metodologías (kSNP y ParSNP). Existen limitaciones en la asignación de genotipos 
por análisis filogenético ya que a menudo requieren información global de las 
secuencias genómicas para una óptima aproximación de genotipo. 
 
 
5.2. IDENTIFICACIÓN Y SELECCIÓN DEL CONJUNTO DE SNPs 
 
Para el desarrollo del sistema de asignación de SNPs y genotipos, primero se 
utilizó el principio de inclusión/exclusión. Se analizaron 125 genomas de MTB con 
genotipos conocidos determinados mediante Spoligotyping, como se describe en la 
sección de Metodología. El genotipo T no se analizó debido a que la secuencia 
genómica de H37Rv cae en este genotipo y se utilizó en el proceso de mapeo 
genómico. Además, 124 genomas de MTB se incluyeron con genotipos 
determinados por análisis filogenético. 
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Figura 7: Árbol filogenético de Máxima parsimonia de 249 cepas de Mycobacterium 
tuberculosis basados en SNPs 
 
 
  
 
 
 35 
 
En una base de datos, se han integrado los 7 649 SNP de 249 secuencias 
genómicas de MTB que incluyeron los genotipos Beijing, CAS, EAI, Haarlem, LAM, 
X, Ural, AFRI1 y AFRI2; el número de SNPs no específicos por genotipo fue de 458, 
854,  674, 624, 424, 412, 886, 1 735 y 1 582, respectivamente. Después de la 
aplicación de los criterios de inclusión/exclusión, los SNP se organizaron en un 
llamado Grupo A, que contiene SNPs únicos para cada genotipo, y en un Grupo B, 
que contiene los SNPs compartidos entre los diferentes genotipos. A continuación, 
se siguió una exclusión manual de SNPs compartidos. El resultado fue un nuevo 
grupo de SNPs para los genotipos Beijing (n = 20), CAS (n = 276), EAI (n = 208), 
Haarlem (n = 15), LAM (n = 37), X (n = 16), Ural (n = 372), AFRI1 (n = 580) y AFRI2 
(n = 599) (Figura 8). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8: Diagrama de SNPs específicos para genotipos de Mycobacterium 
tuberculosis: Beijing, CAS, EAI, Haarlem, LAM, TX, Ural, AFRI1 y AFRI2 
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Finalmente, esto fue seguido por la selección de los SNPs no sinónimos 
presentes en el grupo COG más conservado de cada uno de los genotipos de MTB. 
Antes del análisis, se determinaron las COGs más variables y más conservadas 
para cada genotipo de MTB (Figura 9). Luego, se generó una base de datos de 
SNPs, que incluye SNPs correspondientes a genes y grupos COG, mostrando 2, 
36, 20, 4, 2, 2, 40, 65, 67 SNPs para Beijing, CAS, EAI, Haarlem, LAM, X, Ural , 
AFRI1 y AFRI2 respectivamente (Anexo II). Se seleccionaron 10 SNPs no sinónimo 
para los 9 genotipos de MTB analizados (Tabla 2 y 3). 
 
5.3. DISTRIBUCIÓN DE SNPS EN GENOTIPOS DE Mycobacterium 
tuberculosis 
 
El genotipo Beijing contiene 16 SNPs no sinónimos que están presentes en los 
genes FadD34, LipU, GcvH, AccD6, FadE20, Mas, GuaB2, Ltp2, LysS y Prox.  
 
El genotipo CAS contiene 161 SNPs no sinónimos distribuidos en los genes 
RecF, PonA1, Icd2, FbpC, familia PE, YrbE1B, Mce, FadE4, familia PE-PGRS, 
EccD3, Tam, FadD30, YrbE2B, VapC6, SerA2, Cyp51, CysK2, Pdc, EchA6, BetP, 
RimJ, LpqU, KdpA, LytB2, DapD, LpqX, Cys, GlgP, IrtA, PyrC, FadD25, DnaE1, 
MmpL6, IlvA, HisB, Cya, InfC, PknF, Cyp144, Aao , FadB5, LppF, PfkB, pPM1, 
PafC, FadD15, Cyp124, UspC, MmpL9, MbtG, GgtB, PepN, AccD1, Apt, CeoB, 
HsdM, HsdS, PepR, Smc, PpsA, NrdE, CstA, MoaR1, DevR, FadE24, NuoF, ManB, 
OtsB2, FdxB, FtsH, PonA2, DnaZ, Embc, EccB1 y EccD1.  
 
Adicionalmente, 16 SNPs no sinónimos se encontraron en los genes de la familia 
PPE. 
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Tabla 3: Conjunto de 10 SNPs propuestos para genotipificación de MTB 
 
Genotipo 
Diferencial 
COG Gen (Locus) Posición y SNP propuesto 
 
Beijing 
 
 
Transporte de nucleótidos y 
metabolismo 
 
GuaB2 (Rv3411c) 3830349 (Ala391Thr: GCG ->ACG) 
 
CAS 
 
 
Tráfico intracelular, secreción y 
transporte vesicular 
 
(Rv3921c) 4409954 (Ala39Gly:GCC-> GGC) 
 
EAI 
 
 
Tráfico intracelular, secreción y 
transporte vesicular 
 
SecE1 (Rv0638) 734116 (Met127Thr: ATG->ACG) 
 
Haarlem 
 
 
Transporte de nucleótidos y 
metabolismo 
 
Hpt (Rv3625c) 4063682 (Leu61Met: CTG->ATG) 
 
LAM 
 
 
Control del ciclo celular, división 
celular, partición cromosómica 
 
Smc (Rv2922c) 3236230 (Arg526Leu:CGT->CTT) 
 
X 
 
 
Transcripción 
(Rv2618) 2946570 (Gly63Asp:GGC->GAC) 
(Rv3625c) 4063682 (Leu61Met:CTG->ATG) 
 
Ural 
 
 
Procesamiento y modificación del 
ARN 
(Rv1097c) 1225462 (Asp228Gly:GAC->GGC) 
 
AFRI1 
 
 
Procesamiento y modificación del 
ARN 
(Rv3439c) 3858894 (Leu266Phe:CTT->TTT) 
 
AFRI2 
 
 
Procesamiento y modificación del 
ARN 
(Rv1097) 
 
1226021 (Gln42Lys:CAG->AAG) 
(Rv3689) 4130604 (Ser42Asn:AGC->AAC) 
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El genotipo EAI contiene 129 SNPs no sinónimos en los genes OpcA, NdhA, 
TopA, ProA, Phet, FadD1, HtdX, PapP3, ThiX, Lrp, IleS, EspK, Ppm1, Dxs2, LipO, 
MoxR2, FadD1, PhoU, GadB, MoaC1, PgsA1, EccC5, Cyp1351A1, SdhC, PimB, 
FolD, GyrA, AccA2, LrpA, LysX, Pks8, PyrG, PstS1, AglA, LppE, MoeY, AccD2, 
FadD22, EngA, YrbE1A, OtsB1, SecE1, Lat, FadD11, BlaI, DsbF, PimB, NarK1, 
EchA12, DppA, DnaK, GlpX, FadD11, Cya, Mas, FadE31, FadD2, EmbR, AhpD, 
EccE5, AtsB, AldC y YrbE2B. Los SNPs incluidos en la familia Fad están implicados 
en el metabolismo de lípidos.  
 
El genotipo Haarlem contiene 9 SNPs no sinónimos en los genes Rpoc, OtsB1, 
Topa, NarH, HpT, Cut3, FadD17, MtbC, Pks6 y PurF. Haarlem también está 
asociada con la resistencia a los medicamentos y, además, tenía una rápida 
expansión clonal (Parwati et al., 2010; Ramazanzadeh et al., 2015).  
 
El genotipo LAM contiene 18 SNPs no sinónimos en los genes MceD1, RecC, 
Cyp130, ArgS, Mce3F, Smc, CstA y Tgs3. El genotipo X contiene 9 SNPs no 
sinónimos en los genes CelA1, Cyp138, EchA1, ThiO, CtpH, Pdc, PyrB, Pks5, 
FadB5 y PepR. Los estudios en otros genotipos de M. tuberculosis siguen siendo 
desarrollados. 
 
 
5.4. VALIDACIÓN DE LA ASIGNACIÓN DE GENOTIPOS MEDIANTE EL 
NUEVO CONJUNTO DE 10 SNPs PROPUESTO 
 
Utilizando otros 34 genomas de MTB con genotipos conocidos Beijing (n=12), 
LAM (n=07), X (n=06), CAS (n=04), Haarlem (n=04) y EAI (n=01), probamos la 
capacidad de nuestro nuevo conjunto de 10 SNPs para asignar genotipos. 
Obtuvimos una correlación del 100% de la asignación de genotipos con todas las 
secuencias genómicas evaluadas (Tabla 4). 
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Tabla 4. Asignación del genotipo en 34 genomas de MTB utilizando el nuevo conjunto 
de 10 SNPs propuesto 
 
 
Cepa Número de 
accesión 
Genotipo 
de 
referencia 
Genotipo asignado 
por nuestro conjunto 
de 10 SNPs 
1 13-2459 LDNL00000000 Beijing Beijing 
2 5351 JXXH01000000 Beijing Beijing 
3 96075 CP009426 Beijing Beijing 
4 B9741 LVJJ01000000 Beijing Beijing 
5 BEIJING-L 323 CP010873 Beijing Beijing 
6 BeijingDS 6701 JOKR01000001 Beijing Beijing 
7 E186hv JXAW00000000 Beijing Beijing 
8 KT-0133 JUFG00000000 Beijing Beijing 
9 MTBR209 LATO00000000 Beijing Beijing 
10 W06 LHCK00000000 Beijing Beijing 
11 ZT272 LGTJ00000000 Beijing Beijing 
12 TBR-103XDR JRJT01000001 Beijing Beijing 
13 tahitMT11 CVMX01000001 Haarlem Haarlem 
14 TBR-102 JRJS00000000 Haarlem Haarlem 
15 TKK_03_0101 GCF_000651975.1 Haarlem Haarlem 
16 TKK_03_0103 GCF_000651995.1 Haarlem Haarlem 
17 TBR-152 JRJQ00000000 LAM LAM 
18 TKK_04_0029 GCF_000673435.1 LAM3 LAM 
19 TKK_04_0038 GCF_000673275.1 LAM4 LAM 
20 TKK_04_0039 GCF_000673295.1 LAM4 LAM 
21 TKK_04_0043 GCF_000673075.1 LAM4 LAM 
22 TKK_04_0044 GCF_000673335.1 LAM3 LAM 
23 TBR-175 JRJR00000000.1 LAM LAM 
24 TKK_04_0120 GCF_000654175.1 EAI EAI 
25 TKK-01-0028 GCF_000660665.1 X X 
26 TKK_02_0027 GCF_000672095.1 X X 
27 TKK_03_0063 GCF_000651695.1 X X 
28 TKK_03_0099 GCF_000651935.1 X X 
29 TKK_03_0150 GCF_000652255.1 X X 
30 TKK_05SA_0021 GCF_000653515.1 X X 
31 TKK_03_0037 GCF_000651475.1 CAS CAS 
32 TKK_04_0139 GCF_000656875.1 CAS CAS 
33 TKK_04_0148 GCF_000656935.1 CAS CAS 
34 TKK_05SA_0050 GCF_000653755.1 CAS CAS 
 
 42 
 
6. DISCUSIÓN 
 
La tuberculosis sigue siendo un problema de salud importante en todo el mundo, 
con un tercio de la población infectada con Mycobacterium tuberculosis. A pesar de 
que el genoma de MTB está altamente conservado, se ha demostrado que 
diferentes cepas presentan diversas características fenotípicas que pueden influir 
en la infección y la enfermedad de la tuberculosis. Es importante clasificar las cepas 
de MTB (genotipo) y determinar sus factores de riesgo en la transmisión de la 
tuberculosis en diferentes poblaciones para desarrollar estrategias para el control 
de la tuberculosis. La secuenciación de todo el genoma es actualmente el mejor 
método que proporciona una resolución superior. Sin embargo, sigue siendo 
costosa, especialmente en países con alta incidencia de tuberculosis.  
El uso de SNPs está ganando rápidamente importancia para la genotipificación 
del complejo MTB, principalmente debido a las tecnologías disponibles 
originalmente desarrolladas para otros organismos. Sin embargo, es importante 
tener en cuenta que, al igual que el análisis de delección genómica, la 
genotipificacion mediante SNP no proporciona la resolución necesaria para ser 
aplicable en los estudios epidemiológicos moleculares clásicos de la transmisión de 
la tuberculosis (Kato-Maeda et al., 2011).  
 
Sin embargo, la genotipificacion mediante SNPs es ideal para clasificar las cepas 
del complejo MTB en genotipo, ya que exhibe niveles insignificantes de homoplasia; 
es decir, eventos de mutaciones independientes que resultan en el mismo genotipo 
entre aislamientos con diferentes ancestros (Comas et al., 2009). Es importante 
destacar que, en contraste con el descubrimiento de SNP a través de la 
secuenciación del ADN (Baker et al., 2004; Hershberg et al., 2008), la 
genotipificacion mediante SNPs  es de uso limitado en los estudios filogenéticos 
debido al problema conocido como "sesgo de descubrimiento filogenético" 
(Pearson et al., 2004). Este sesgo se refiere al hecho de que si sólo se utilizan unos 
pocos genomas para identificar los SNPs para la posterior genotipificación, la 
filogenia resultante será sesgada, porque la diversidad genética entre las cepas no 
incluidas en el descubrimiento inicial de SNPs no se detectará. Como 
consecuencia, estas cepas caerán automáticamente en posiciones intermedias en 
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el árbol filogenético, dando lugar a los problemas conocidos como “Colapso de 
rama” o “filogenia lineal” (Achtman, 2008). 
 
 Recientemente, se ha desarrollado métodos de genotipificacion mediante SNPs 
para la detección de los principales genotipos del complejo MTB (Stucki et al., 
2012). En contraste con la mayoría de los otros métodos disponibles, los SNPs 
usados en esta investigación han sido identificados por la comparación de muchos 
genomas mundiales representativos del complejo MTB. 
 
La información reportada en esta investigación permite reconocer los genotipos 
más prevalentes que se encuentran circulando a nivel global, lo cual será de gran 
utilidad al sector salud, para establecer programas de control y prevención oportuna 
de casos de tuberculosis. Dentro de los más prevalentes, el genotipo LAM se cree 
que se originó en África (Viegas et al., 2010; Thumamo et al., 2012; Homolka et al., 
2008), y que llegó a América durante la colonización del continente, por eso su alta 
frecuencia en Latino América (Cerezo et al., 2011; Taype et al., 2012; Aristimuño et 
al., 2006). El genotipo Haarlem es típico de Europa (Jagielski et al., 2010; 
Ghebremichael et al, 2008), pero se ha reportado con mayor frecuencia en América 
Central (Rosales et al., 2010). El genotipo T tiene una distribución global (Molina et 
al., 2010; Taype et al., 2012). El genotipo asiático (Beijing), tiene tendencia a 
desarrollar multidrogorresistencia más frecuente que los otros genotipos en zonas 
endémicas propias del genotipo, como es el caso de China (Aguilar et al., 2010; 
Rindi et al., 2009), debiéndose posiblemente a la adaptabilidad al ambiente 
establecido.  
 
La llegada de las tecnologías de secuenciación de nueva generación ha 
permitido nuevos análisis de SNPs basados en estudios filogenéticos (Filliol et al., 
2006; Coll et al., 2014). Sin embargo, las limitaciones cuando múltiples secuencias 
están conectadas y analizadas con métodos estándar podrían desviar la verdadera 
filogenia (Jeffroy et al., 2006; Liu et al., 2008). Los errores producidos en el 
secuenciamiento de nucleótidos pueden llevar a posteriores errores en el ensamble 
de las secuencias y por lo tanto se puede formular datos erróneos de la secuencia 
genómica (Macmanes y Eisen, 2013). Esta dificultad se ha convertido en un 
problema en todos los proyectos de ensamble de secuencias y los investigadores 
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han empezado a diseñar software que corrijan estos errores en las lecturas 
(Medvedev et al., 2011). 
 
Hasta la fecha, hay más de 3 633 secuencias genómicas de MTB subidas en las 
diferentes bases de datos mundiales, pero todavía no hay datos sólidos para 
determinar todos los genotipos de Mycobacterium tuberculosis. Aunque el genoma 
de MTB es altamente conservado en su estructura y polimorfismos en comparación 
con las demás bacterias, éste presenta familias de genes polimórficos. Con el 
tiempo, Mycobacterium tuberculosis ha sufrido adaptaciones genéticas que 
permitieron obtener variaciones genéticas específicas para cada genotipo (Nicol et 
al., 2008). 
 
Los genes de las familias PE y PPE son altamente polimórficas y tienen un papel 
importante en la regulación de las células dendríticas y efecto inmune de 
macrófagos (Mukhopadhyay et al., 2011), secreción y estabilización de la pared 
celular (Simeone et al., 2015), y su variabilidad. Igualmente, la variación en los 
extremos c-terminal de las proteínas PE_PGRS ha sido ligada a variación 
antigénica (Chaturvedi et al., 2010). El papel de estos genes en la evasión inmune 
(Tiwari et al., 2012) y en la variación antigénica se atribuye a las sustituciones, 
inserciones y delecciones presentes en los genes que cambian las propiedades de 
las proteínas que codifican (Kohli et al., 2012).  La gran cantidad de regiones únicas 
encontradas en nuestros aislamientos concuerdan con este postulado. Sin 
embargo, en el genotipo CAS, los genes de las familias PE y PPE aparecen más 
conservados que en otros genotipos. 
 
Karboul et al. (2008) evaluaron el papel de la recombinación en los cambios de 
las secuencias de los genes de la familia PE/PPE. Los autores concluyeron que la 
variabilidad encontrada podría ser un mecanismo de adaptación en respuesta a las 
condiciones inmunes del hospedero. En relación con esta idea, los estudios de 
Talarico et al. (2008) sobre la variación de la secuencia de tres genes 
pertenecientes a la familia PE_PGRS (PE_PGRS16, PE_PGRS26 y PE_PGRS33), 
encontraron que la variación en los tres genes fue alta, apoyando la noción de estos 
genes como antígenos variable de superficie, que contribuyen a la evasión inmune, 
por lo tanto la variabilidad de los genes PPE y PE_PGRS de los genomas utilizados 
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en este estudio, pueden contribuir a la virulencia de cada aislamiento. Futuras 
investigaciones se pueden centrar en el análisis funcional de los genes 
PPE/PE_PGRS mencionados aquí para comprender el rol específico que tienen en 
MTB. 
 
Los genes de la familia Fad son glicolípidos fenólicos de la superficie celular 
(Simeone et al., 2015) necesarias para la síntesis de micobactina (Duckworth et al., 
2012) y captación de hierro (Luo et al., 2005). Estos genes son la clave para la 
supervivencia a largo plazo debido a su uso como fuente de energía (Dunphy et al., 
2010). Hay pruebas que demuestran que las personas infectadas con cepas del 
genotipo EAI tienen mayores polimorfismos en el gen de la familia Fad, lo que 
podría explicar por qué las personas infectadas presentan una transmisión reducida 
o menor manifestación clínica de la tuberculosis, en comparación con otras cepas 
(Albanna et al., 2011).  
 
Los genes de la familia Mce juegan un papel importante en la internalización de           
Mycobacterium tuberculosis en células de mamífero y promueven la supervivencia 
de los macrófagos (Li et al., 2015). Sin embargo, reportes indican que los SNPs no 
sinónimos (nsSNPs) cambian su función (Pasricha et al., 2011). Los genotipos de 
MTB que tienen nsSNPs para estos genes son Ural, AFRI1 y AFRI2. 
 
Los genotipos AFRI1 y AFRI2 tienen el mayor número de SNPs relacionados con 
el procesamiento y modificación de ARN en nuestra base de datos. También, se 
analizaron las mutaciones en las bombas de flujo transmembrana y transporte que 
pertenecen al grupo COG V (mecanismo de defensa), ya que pueden estar 
directamente no-asociados al genotipo LAM, Haarlem y X. Entre ellos, hemos 
identificado un nuevo SNP situado en el alelo del promotor TetR / acrR como un 
marcador informativo para reconocer cepas de los genotipos EAI y CAS. 
 
El genotipo LAM tiene mayor grado de polimorfismos en el grupo COG 
relacionado con la biosíntesis, el transporte y el catabolismo de los metabolitos 
secundarios. Las adaptaciones genéticas de MTB corresponden a un patrón 
genético que, según nuestros datos, incluye una variación genética de las familias 
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de genes en la respuesta inmunitaria y la tasa de transmisibilidad de la tuberculosis 
entre individuos infectados en una región específica del mundo. 
 
Los distintos hallazgos en la estructura genómica encontrados en este estudio 
apoyan los resultados de otros estudios en donde se observa que la tasa de 
mutación difiere entre cepas (Ford et al., 2013; Merker et al., 2013) y que la 
estructura genomas entre aislamientos es más variable de lo que se pensaba 
(Fleischmann et al., 2002). 
 
Asi también, reportamos que ningún genotipo de M. tuberculosis estuvo 
relacionado con el pais de origen de la muestra de los pacientes, incluso en países 
con alta incidencia tambien aumenta el número de genotipos circulantes. 
 
Cada genotipo en MTB ha logrado obtener funciones especializadas basadas en 
mecanismos de adaptación o supervivencia, lo que ha generado una marca en su 
estructura genética principalmente por cambios en sus Espoligotipos. Uno de los 
mecanismos de supervivencia para la resistencia viral es CRISPR, un sistema 
inmune adaptativo en procariotas incluyendo MTB. Este sistema puede 
proporcionar una inmunidad adaptativa secuencia específica (Rath et al., 2015) 
contra los fagos, plásmidos en las bacterias a través de repetición/espaciadores 
derivados de ARNs cortos (Makarova et al., 2011), e incluso contra los macrófagos 
(Huang et al., 2016). Esta es la razón por la cual el método Gold standard para la 
genotipificación de MTB durante mucho tiempo es el Spoligotyping, basado en 
CRISPR. 
 
En años recientes, la genotipificación por MIRU-VNTR (número variable de 
repeticiones en tándem) ha sustituido al Spoligotyping como el método de 
genotipificación de elección para laboratorios de salud pública y estudios 
epidemiológicos. Así también, está disponible una herramienta en línea para 
convertir valores MIRU a un genotipo y familia de Espoligotipo apropiada (Weniger 
et al., 2010). Futuros trabajos pueden considerar el uso de la metodología MIRU 
para definir hasta sublinajes; sin embargo, la determinación in silico del genotipo a 
partir de la secuenciación de alto rendimiento de cortas lecturas por SNPs se 
convertirá en la herramienta computacional más amigable. 
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Los SNPs aquí propuestos serán análogos al método de Gold standard para 
genotipificación de Mycobacterium tuberculosis, ya que utilizamos datos 
experimentales de Spoligotyping, criterios de inclusión/exclusión, filogenias y 
grupos COG para identificar estos SNPs.  
 
De esta manera, en condiciones óptimas, Spoligotyping y MIRU-VNTR requieren 
de 1 a 6 días para dar resultados (Gori et al., 2005), tiempo extenso para la 
determinación del genotipo en una muestra. Por otro lado, estudios genómicos 
previos identifican grupos de SNPs basados en estudios filogenéticos, por lo que 
sufren limitaciones del método filogenético estándar en secuencias múltiples. 
 
En este estudio se propone un método sencillo para la genotipificación de cepas 
de MTB mediante el análisis de un conjunto de sólo 10 SNPs seleccionados 
basados en el criterio de inclusión/exclusión (IE) utilizando datos de Spoligotyping 
y filogenias, seguido de la selección de SNPs no sinónimos presentes en los clúster 
de grupos ortólogos (COG) más conservados. 
 
La asignación del genotipo utilizando el nuevo conjunto de 10 SNPs fue validado 
con 34 genomas de MTB adicionales y los resultados mostraron una correlación 
del 100% con sus genotipos ya conocidos. Nuestro conjunto de 10 SNPs no ha sido 
reportado previamente y abarca los genotipos de MTB que son prevalentes en todo 
el mundo. 
 
Sin embargo, el papel de esta diversidad de genotipos para la tuberculosis clínica 
sigue siendo en gran parte difícil de alcanzar, en parte debido a la dificultad de 
vincular los genotipos de la cepa de tuberculosis con fenotipos clínicos relevantes. 
Además de diferencias a nivel de ADN, las cepas de MTB, han demostrado que 
difieren en su transcriptoma (Homolka et al., 2012). Sin embargo, no se conoce 
nada sobre la variación a nivel de ARNs reguladores, que son muy abundantes en 
este organismo (Arnvig et al., 2011). 
 
 De manera similar, la epigenética es un campo emergente que recientemente 
se ha propuesto como una vía para descubrir los biomarcadores derivados del 
hospedero para la tuberculosis (Esterhuyse et al., 2012). Sin embargo, poco se ha 
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hecho sobre la epigenética en MTB, y se desconoce si la variabilidad se reflejará 
en el nivel epigenético también. Hoy se dedica mucho esfuerzo al desarrollo de 
nuevos diagnósticos, fármacos y vacunas contra la tuberculosis (Young et al., 
2008).  
 
Basado en las pruebas existentes de otros patógenos bacterianos, el estudio de 
la diversidad genética de MTB debe considerarse durante el desarrollo de nuevas 
herramientas y estrategias para mejorar el control de la tuberculosis. Cada vez son 
más, los enfoques (Comas et al., 2011), no sólo para determinar si y cómo la 
diversidad de MTB es importante para el control de la enfermedad, sino también 
para comprender mejor la biología y la epidemiología de una de las enfermedades 
de salud pública más importantes. 
 
Con el aumento de los genomas subidos en las bases de datos globales, los 
estudios futuros obtendrán un mejor apoyo en la asignación de genotipos basados 
en SNPs, que puede ser incorporado en ensayos de diagnóstico y asociaciones 
genotipo-fenotipo. La adición de la firma genómica junto con marcadores de 
resistencia a fármacos mejorará el control de la TB.  
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7. CONCLUSIONES 
 
• Se propone el empleo de un conjunto de 10 SNPs seleccionados mediante la 
combinación de los criterios de inclusión/exclusión basado en datos de 
Spoligotyping y análisis filogenético y además de la selección de los SNPs no 
sinónimos presentes en los clúster de grupos ortólogos (COG) más conservados, 
utilizando todas las secuencias genómicas de 249 aislados de MTB. 
 
• La asignación del genotipo utilizando el nuevo conjunto de 10 SNPs fue validado 
con 34 genomas de MTB adicionales y los resultados mostraron una correlación 
del 100% con sus genotipos ya conocidos. Nuestro conjunto de 10 SNPs no ha 
sido reportado previamente y abarca los genotipos de MTB que son prevalentes 
en todo el mundo. 
 
• El nuevo conjunto de 10 SNPs propuesto tiene la flexibilidad de asociarse con 
las bases de datos globales donde los genotipos se basan en el método 
Spoligotyping, el actual Gold standard, determinando su alta eficiencia de 
genotipificacion. 
 
• Los 10 SNPs seleccionados se consideran como la firma genómica para 
genotipificacion de Mycobcaterium tuberculosis. 
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8. RECOMENDACIONES 
 
• Se recomienda continuar los estudios epidemiológicos moleculares sobre 
tuberculosis como una herramienta de vigilancia dentro de la población mundial. 
 
• El análisis y la discusión de los métodos moleculares de genotipificación siempre 
deben de complementarse con los datos epidemiológicos de cada uno de los 
pacientes. 
 
• Se recomienda estandarizar el proceso de ensamblaje del genoma de 
Mycobacterium tuberculosis con la cepa de referencia H37Rv, la cual es 
pansensible a antibióticos antituberculosos y cuyo patrón de genotipificación 
constante es reportado por las bases de datos mundiales. 
 
• Al utilizar bases de datos internacionales se deben tener en cuenta las diferentes 
variables e información de los pacientes con el fin de establecer relaciones entre 
dichas variables con los genotipos particulares. 
 
• Implementar la automatización de este método de genotipificación para hacer 
más eficiente y económico el proceso. 
 
• Desarrollar un estudio sobre epidemiologia molecular de cepas de 
Mycobacterium tuberculosis que circulan en el Perú usando el conjunto de 10 
SNPs relacionados y compararlos con el método Gold standard. 
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ANEXO I: 249 secuencias genómicas de Mycobacterium tuberculosis analizadas en 
este estudio 
 
Cepa 
Número de 
accesión 
País Spoligotyping 
Filogenia de 
Referencia 
210 
 NZ_ADAB01000000 USA Beijing - 
293 SRR671865 China Beijing - 
336 SRR671866 China Beijing - 
1027 ERP001731 China - Linaje 2 
1034 APHO01000001 China - Linaje 2 
1336 ERP001731 China - Linaje 2 
349404 ERP001731 Sierra Leone - Linaje 5 
1047301 ERP001731 Ghana - Linaje 5 
02-1987 NZ_DS985180 USA Beijing - 
11051-03 SRR023466 Tailandia/Hamburgo - Linaje 1,3 
11821-3 SRR022878 Alemania - - 
12778-03 ERP001731 Vietnam/Hamburgo - Linaje 1,3 
1558-08 ERP001731 Tanzania - Linaje 3 
1571-08 ERP001731 NA - - 
1571-99 ERP001731 Uganda - - 
2173-99 ERP001731 Uganda - - 
2197-99 SRP001127 Uganda - - 
2318-06 ERP001731 Alemania - - 
4141-04 SRR022880 Alemania AFRI2 - 
43-16836 ATNF00000000 Tailandia - Linaje 1,3 
4783-04 SRR022877 Alemania - - 
5444-04 SRR022879 Alemania AFRI1 - 
7199-99 HE663067 Alemania Haarlem - 
94-M4241A NZ_ABLL01000000 China Beijing - 
98-R604 NZ_ABVM01000000 South África - Linaje 4 
Beijing-NITR203 NC_021054.1 India Beijing - 
BJ05010 SRR671858 China Beijing - 
BJ05026 SRR671859 China - - 
BJ05043 SRR671860 China - - 
BT1 CP002883.1  - - 
BTB05-552 AEGC01000000 Suecia - - 
BTB05-559 AEGD01000000 Suecia - - 
BTBH-587 ERR1200614 Etiopía - - 
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CAS-NITR204 NC_021193 South India CAS - 
CCDC5079 NC_021251 China Beijing - 
CCDC5180 YP_005907833 China Beijing - 
CDC1551 NC_002755 USA X - 
CDC-602 SRR030017 USA - Linaje 4 
CDC-603 SRR024094 USA - Linaje 4 
CDC-605 SRR023971 USA - Linaje 2 
CDC-606 SRR024092 USA - Linaje 2 
CDC-609 SRR023957 USA - - 
CPHL-A NZ_GG663502 South África - Linaje 5 
CTRI-2 NC_017524 Rusia LAM - 
CTRI-4 AIIE01000000 Rusia - Linaje 2 
DY21 ERP001731 Ghana AFRI1 - 
DY28 ERP001731 Ghana - Linaje 1,3 
EAI5 CP006578.1 India EAI - 
EAI5-NITR206 NC_021194 India EAI - 
EAI-OSDD271 AQQC01000000 India EAI - 
EAS054 ABOV01000000 USA EAI - 
ErdmanATCC35801 NC_020559 USA Haarlem - 
F11 NC_009565 South África LAM - 
FJ05141 SRR671841 China Beijing - 
FJ05194 ANBL00000000 China - Linaje 2 
FJ07070 SRR671842 China Beijing - 
GM-0981 SRR022876 Gambia AFRI2 - 
GM-1503 NZ_ABQG01000000 Gambia LAM - 
GQ366 ERP001731 China - Linaje 2 
GQ762 ERP001731 China - Linaje 2 
GuangZ0008 SRR671863 China Beijing - 
GuangZ0016 SRR671861 China - - 
GuangZ0017 SRR671864 China Beijing - 
GuangZ0019 SRR671864 China - - 
GuangZ0026 SRR671862 China - - 
GZ077 SRR671873 China Beijing - 
GZ10057 SRR671835 China - - 
GZ10109 SRR671844 China Beijing - 
GZ104 SRR671845 China Beijing - 
GZ146 SRR671847 China Beijing - 
H37Ra NC_009525 EEUU - - 
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H37Rv NC_000962 EEUU T - 
HAARLEM NZ_AASN01000000 Irán Haarlem - 
Haarlem-
NITR202 
CP004886 India Haarlem - 
HM-Uruguay AZHK01000001 Uruguay - Linaje 4 
HN878 ADNF01000000 USA Beijing - 
INS1-SEN JAQH01000000 Perú LAM - 
INS2-MDR JAQI01000000 Perú LAM - 
INS3-XDR JANH01000000 Perú LAM - 
Italia-P1 SRR023955 Italia - - 
Italia-P10 SRR024055 Italia - - 
Italia-P2 SRR024054 Italia - - 
Italia-P5 SRR024056 Italia - - 
Italia-P6 SRR023956 Italia - - 
Italia-P8 SRR024053 Italia - - 
K100 SRR022871  - - 
K21 SRR006916 Holanda - Linaje 1,3 
K37 SRR006918 Holanda - - 
K49 SRR006917 Holanda - Linaje 3 
K67 SRR006919 Holanda - Linaje 1,3 
K85 NZ_ACHQ01000000 West África AFRI2 - 
K93 SRR006920 Holanda - Linaje 1,3 
KZN-1435 NC_012943 South África LAM - 
KZN-4207 NC_016768 South África LAM - 
KZN-605 NZ_ABGN02000000 South África LAM - 
KZN-R506 NZ_ACVU02000000 South África LAM - 
KZN-V2475 NZ_ACVT02000000 South África LAM - 
LN373 SRR671854 China - Linaje 2 
Mex-X581 - México - Linaje 4 
Mex-X632 SRR023455 México - Linaje 4 
Mex-X721 SRR026444 México - Linaje 4 
MTB-476 AZBA00000000 Kazajstán - Linaje 4 
MTB-489 GCA_000512065.1 Kazajstán - - 
N0011 
     ERP001731 México/San Francisco - Linaje 4 
N0020 ERP001731 
Mongolia/San 
Francisco 
- Linaje 2 
N0046 ERP001731 México/San Francisco - Linaje 4 
N0051 ERP001731 China/San Francisco - Linaje 2 
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N0053 ERP001731 China/San Francisco - Linaje 2 
N0079 ERP001731 Vietnam/San Francisco - Linaje 1,3 
N0089 ERP001731 Gambia - Linaje 6 
N0091 ERP001731 Gambia - Linaje 6 
N0101 ERP001731 
Nicaragua/San 
Francisco 
- Linaje 4 
N0120 ERP001731 
Puerto Rico/San 
Francisco 
- - 
N0126 ERP001731 
Colombia/San 
Francisco 
- Linaje 4 
N0137 ERP001731 México/San Francisco - Linaje 4 
N0185 ERP001731 Reino Unido - - 
N1004 ERP001731 Nepal - Linaje 1,3 
N1006 ERP001731 Nepal - Linaje 1,3 
N1008 ERP001731 Vietnam/San Francisco - Linaje 2 
N103 ERP001731 
Nicaragua/San 
Francisco 
- Linaje 4 
N107 ERP001731 
Guatemala/San 
Francisco 
- Linaje 4 
N109 ERP001731 
El Salvador/San 
Francisco 
- - 
N72 ERP001731 India/San Francisco - Linaje 1,3 
NA-A0008 ALYG01000000 India - Linaje 1,3 
NA-A0009 ALYH01000000 India - Linaje 1,3 
NCGM2209 BADQ01000000 Japón Beijing - 
NM11006 SRR671879 China Beijing - 
OM-V02-005  Japón Beijing - 
OSDD071 AHHX01000000 India CAS - 
OSDD105 PRJNA213252 India - Linaje 4 
OSDD493 AVQJ01000000 India URAL - 
OSDD504 AHHY01000000 India CAS - 
OSDD515 PRJNA213253 India - - 
OSDD518 AHHZ01000000 India CAS - 
PanR0201 ANZG00000000 Panamá LAM - 
PanR0202 ATAS00000000 Panamá - - 
PanR0203 ATML00000000 Panamá LAM - 
PanR0205 ATMM00000000 Panamá LAM - 
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PanR0206 ATMN00000000 Panamá Haarlem - 
PanR0207 ATMQ00000000 Panamá LAM - 
PanR0208 ATMO00000000 Panamá - - 
PanR0209 ATMP00000000 Panamá LAM - 
PanR0301 ATET00000000 Panamá X - 
PanR0304 ATES00000000 Panamá LAM - 
PanR0305 ATER00000000 Panamá X - 
PanR0306 ATEQ00000000 Panamá LAM - 
PanR0307 ATEP00000000 Panamá LAM - 
PanR0308 ATEO00000000 Panamá LAM - 
PanR0309 ATEN00000000 Panamá - - 
PanR0311 ATEM00000000 Panamá LAM - 
PanR0313 ATEL00000000 Panamá LAM - 
PanR0314 ATEK00000000 Panamá LAM - 
PanR0315 ATEJ00000000 Panamá Haarlem - 
PanR0316 ATEI00000000 Panamá X - 
PanR0317 ATEH00000000 Panamá LAM - 
PanR0401 ATEG00000000 Panamá LAM - 
PanR0402 ATEF00000000 Panamá LAM - 
PanR0403 ATEE00000000 Panamá LAM - 
PanR0404 ATED00000000 Panamá LAM - 
PanR0405 ATEC00000000 Panamá LAM - 
PanR0407 ATEB00000000 Panamá LAM - 
PanR0409 ATEA00000000 Panamá LAM - 
PanR0410 ATDZ00000000 Panamá LAM - 
PanR0411 ATDY00000000 Panamá LAM - 
PanR0412 ATDX00000000 Panamá LAM - 
PanR0501 ATRP00000000 Panamá LAM - 
PanR0503 ATRQ00000000 Panamá LAM - 
PanR0505 ATRR00000000 Panamá LAM - 
PanR0601 ATRS00000000 Panamá LAM - 
PanR0602 ATRT00000000 Panamá LAM - 
PanR0603 ATRU00000000 Panamá LAM - 
PanR0604 ATRV00000000 Panamá LAM - 
PanR0605 ATRW00000000 Panamá Beijing - 
PanR0606 ATRX00000000 Panamá Beijing - 
PanR0607 ATRY00000000 Panamá LAM - 
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PanR0609 ATRZ00000000 Panamá LAM - 
PanR0610 ATSA00000000 Panamá LAM - 
PanR0611 ATSB00000000; Panamá LAM - 
PanR0702 ATSC00000000 Panamá LAM - 
PanR0703 ATSD00000000 Panamá LAM - 
PanR0704 ANNN00000000 Panamá LAM - 
PanR0707 ATSE00000000 Panamá LAM - 
PanR0708 ATSF00000000 Panamá LAM - 
PanR0801 ATSG00000000 Panamá Haarlem - 
PanR0802 ANZH00000000 Panamá LAM - 
PanR0803 ATSH00000000 Panamá LAM - 
PanR0804 ATSI00000000 Panamá LAM - 
PanR0805 ATSJ00000000 Panamá LAM - 
PanR0902 ATSK00000000 Panamá Haarlem - 
PanR0903 ATSL00000000 Panamá LAM - 
PanR0904 ATSM00000000 Panamá LAM - 
PanR0906 ATSN00000000 Panamá LAM - 
PanR0907 ATSO00000000 Panamá Haarlem - 
PanR0908 ATSP00000000 Panamá - - 
PanR0908 ATSP00000000 Panamá - - 
PanR0909 ATSQ00000000 Panamá LAM - 
PanR1005 ANZI00000000 Panamá LAM - 
PanR1006 ATST00000000 Panamá LAM - 
PanR1007 CM002098 Panamá LAM - 
PanR1101 ATSS00000000 Panamá LAM - 
Peru-02-R1848 SRR023962 Perú - Linaje 4 
Peru-03-R0268 SRR024072 Perú - Linaje 2 
Peru-03-R0303 SRR023961 Perú - Linaje 4 
Peru-03-R0483 SRR024071 Perú - Linaje 2 
Peru-03-R0985 SRR024073 Perú - Linaje 4 
Peru-03-R1382 SRR024074 Perú - Linaje 4 
Peru-04-R0292 SRR024068 Perú - Linaje 4 
PR05 AOMG00000000 Malasia - Linaje 1,3 
R1207 
   ADNH00000000.1 South África Beijing - 
R179 SRR023951 - - Linaje 4 
RGTB327 CP003233 India - Linaje 4 
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RGTB423 CP003234 India - Linaje 1 
Russia-01-R0450 SRR024069 Rusia - Linaje 4 
Russia-01-R0572 SRR023964 Rusia - Linaje 4 
Russia-01-R0817 SRR024067 Rusia - Linaje 4 
Russia-03-R0888 SRR024070 Rusia - Linaje 4 
Russia-03-R1082 SRR023963 Rusia - Linaje 4 
S96-129 AEGB01000000 Suecia - - 
SP21 PRJNA181180 Rusia Beijing - 
Strain-C NZ_AAKR01000000 USA X - 
SUMu001 NZ_ADHQ01000000 Canadá - - 
SUMu002 NZ_ADHR01000000 Canadá - - 
SUMu003 NZ_ADHS01000000 Canadá - - 
SUMu004 NZ_ADHT01000000 Canadá - - 
SUMu005 NZ_ADHU01000000 Canadá - - 
SUMu006 NZ_ADHV00000000 Canadá - - 
SUMu007 NZ_ADHW01000000 Canadá - - 
SUMu008 NZ_ADHX01000000 Canadá - - 
SUMu009 NZ_ADHY01000000 Canadá - - 
SUMu010 NZ_ADHZ01000000 Canadá - - 
SUMu011 NZ_ADIA01000000 Canadá - - 
SUMu012 PRJNA43625 Canadá - - 
T17 NZ_DS986693 Filipinas EAI - 
T46 NZ_GG663492 Filipinas EAI - 
T85 NZ_DS985163 China Beijing - 
T92 NZ_DS985146 Filipinas EAI - 
UM1072388579 AMXW00000000 Malasia - Linaje 2 
UT205 NC_016934 Colombia LAM - 
V119BJ ERP001731 Vietnam - Linaje 2 
V173IO ERP001731 Vietnam - Linaje 4 
V212BJ ERP001731 Vietnam - Linaje 2 
V232IO ERP001731 Vietnam - Linaje 1,3 
W-148 ACSX01000000 Rusia Beijing - 
WX1-china AJGM01000000 China - Linaje 2 
WX3-china AJGL01000000 China - Linaje 2 
X122 CM001044 South África Beijing - 
XDR1219-china AJGO01000000 China - Linaje 2 
XDR1221-china AJGN01000000 China - Linaje 2 
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XZ06030 SRR671838 China - - 
XZ06050 SRR671839 China Beijing - 
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